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HOOrnSTUK 1 
INLEIDING 
1.1. DE LENS 
De ooglens van zoogdieren is een helder transparant weefsel, 
dat in zijn geheel omgeven is door een elastisch kapsel (fig. 1.1). 
De lens bevat geen bloedvaten en groeit binnen de kapsel als een ge-
ïsoleerd orgaan dat voedingsstoffen en zuurstof krijgt toegevoerd 
vanuit het vocht aanwezig in de voorste oogkamer (humor aquaeus). 
Лап de voorzijde van de lens bevindt zich direct onder de kap­
sel een monolaag epitheelcellen. Bij de equator delen de epitheel-
cellen zich, waarna ze elongeren tot vezelcellen. Tijdens en kort 
na de elongatie verliezen de vezels hun celorganellen. De vezelcel­
len worden laag voor laag gesynthetiseerd gedurende het gehele leven 
van het dier. Het gevolg is dat de vezelcellen, die zich in het 
buitenste lensgedeelLe (de cortex) bevinden, relatief kort geleden 
gesynthetiseerd zijn. De vezelcellen in het binnenste gedeelte van 
de lens (de nucleus) zijn daarentegen gesynthetiseerd tijdens de 
prenatale fase van het dier. In de nucleus van lenzen van volwassen 
dieren wordt geen synthetische activiteit meer waargenomen (Kanne-
macher en Spector, 1968). Op grond van dit unieke groeipatroon is 
in de volwassen ooglens de cellulaire geschiedenis geconserveerd. 
Door bestudering van eiwitten uit verschillende concentrische lagen 
van de lens en van eiwitten uit lenzen van verschillende leeftijd 
heeft men inzicht verkregen in verouderingsprocessen van lenseiwitten. 
1.2. DE EIWITTEN VAN DE LENS 
De eiwitconcentratie van de lens is zeer hoog, te weten ongeveer 
35%. Meer dan 95% van het drooggewicht bestaat uit eiwit. De water­
oplosbare eiwitten kunnen op grond van molecuulgewicht en isoëlec-
1 
VEZELCELLEN 
EQUATOR 
EPITHEELCELLEN 
KAPSEL 
Fig. 1.1. Schematische voorstelling van de bouw van de lens. 
(Uit: What happens to the human lens in cataract, R. van Heyningen, 
Scientific American, dec. 1975, p. 77. Het toestemming van auteur 
en uitgever). 
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trisch punt worden verdeeld in 3 hoofdklassen; de а-. В - en γ-crys-
tallines. α-Crystalline heeft het grootste molecuulgewicht en het 
laagste isoëlectrische punt, terwijl γ-crystalline het kleinste mole­
cuulgewicht en het hoogste isoëlectrische punt bezit. g-Crystalline 
ligt wat deze eigenschappen betreft tussen a-en γ-crystalline in. 
Aangezien er recentelijk een uitgebreid overzichtsartikel over 
de structurele eiwitten van de lens is verschenen (Harding en Dilley, 
1976) kan in dit hoofdstuk met een beknopte beschrijving van de α-, 
β- en γ-crystallines worden volstaan. 
1.2.1. γ-Crystalline 
γ-Crystalline bestaat uit een groep monomere eiwitten, met mole­
cuulgewicht van ongeveer 20.000 (Björk, 1961) en isoëlectrische pun-
ten boven pH 7,0 (Bours, 1973). Er zijn tot nu toe tenminste 7 ver-
schillende γ-crystallines geïsoleerd uit runderlenzen (Björk, 1964; 
Björk, 1970; Slingsby, 1974). De primaire structuur van één van de 
γ-crystallines uit runderlenzen is bekend (Croft, 1972). Van enkele 
andere γ-crystallines zijn de sequenties van grote delen van de 
polypeptideketen bekend. De aminozuurvolgorden wijzen erop dat ze 
homoloog zijn (Croft, 1973). De γ-crystallines hebben een relatief 
hoog gehalte aan -SH groepen. γ-Crystallines uit diverse zoogdier-
lenzen vertonen grote overeenkomst met γ-crystalline geïsoleerd uit 
kalfslenzen. 
Papaconstantinou (1967) vond in epitheelcellen van de lens geen 
γ-crystalline. Hieruit concludeerde hij, dat de synthese van γ-crys­
talline geïnitieerd wordt door de differentiatie van epitheelcellen 
tot vezelcellen. 
1.2.2. B-Crystalline 
Met behulp van gelfiltratie is g-crystalline uit runderlenzen 
te scheiden in 2 fracties, B,. ("high") en BT ("low"), met gemiddelde 
H L 
molecuulgewichten van respectievelijk ongeveer 210.000 en 52.000 
(Testa et al., 1965; van Dam en Ten Cate, 1966; Zigler en Sidbury, 
1973). De isoëlectrische punten van de B-crystallines liggen tussen 
pH 5,5 en pH 7,0 (Bours, 1971). De ß-crystallines zijn opgebouwd uit 
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reerdere polyneptideketens, variërend in molecuulgewicht van circa 
20.000 tot 40.000 (Herbrink en Bloemendal, 1974; Zigler en Sidbury, 
1476). Uovcndien blijkt dat een aantal ketens grote onderlinge over-
eenkomst vertonen, hetgeen werd aangetoond met behulp van peptide-
knarten. Enkele ketens komen gemeenschappelijk voor in 3„ en S. 
η L 
(Herbrink, 1976). Van de kwantitatief belangrijkste gemeenschappelijke 
polypeptideketen, de 3Bp ("basic principal") keten, is een deel van 
de aminozuurvolgorde bekend (Herbrink, 1976). De polypeptideketens 
van R-crystalline hebben een hoog cysteïnegehalte en de N-terminale 
aminozuren zijn geblokkeerd door een acetylgroep (Mok en Waley, 1968). 
Naast β - en β -crystalline bevat de runderlens nog een laag-
moleculaire component: β -crystalline (van Dam, 1966). Op grond van 
electroforetische mobiliteit en aanwezigheid van een acetylgroep aan 
het N-terminale aminozuur (Croft, 1973) wordt dit eiwit een ß-crys-
tallïne genoemd. 
ß-Crystalline uit konijne]enzen kan gelchromatografisch geschei-
den worden in 3 fracties. Er zijn verschillen in polypeptideketen-
samenstelling waargenomen tussen de ß-crystallines, afkomstig van 
kalfs- en konijnelenzen (Liem-The en Hoenders, 1974). Ook de ß-crys-
tallines uit menselijke lenzen zijn te fractioneren in 3 fracties 
(Harding en Dilley, 1976). 
1.2.3. n-Crystalline 
α-Crystalline is het best onderzochte eiwit uit de ooglens. Van 
de water-oplosbare eiwitten heeft -ч-сгузtalline het grootste molecuul­
gewicht. Fractionering over agarose (Bio-gel Л-5т) levert 2 populaties 
a-crystal 1 ine op. De ene populatie (laagmoleculair ci-crystalline) 
heeft molecuulgewichten variërend van 600.000 tot 900.000 met sedi-
mentatiecoëfficienLcn van 17 tot 24 S. De andere populatie (hoogmole-
culair α-crystalline) wordt geëlueerd in het "void volume" van de 
Л-5т kolom. Hoogmoleculair ^-crystal line is door fractionering over 
een agarose gel met grotere poriën op te splitsen in een populatie 
met molecuulgewichten van 900.000 tot 4.000.000 en sedimentatieco-
efficienten van 30 tot 55 S, alsmede een populatie met molecuulge-
wichten groter dan 1x10 . Deze laatste populatie heeft sedimentatie-
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cocffirio'nU'n лп 100 tot 190 S (SpecLor et al., 1971; van Kleef en 
Hoenders, I97J). De drie populaties ni-crysLal 1 ine bezitten du/elfde 
polypepLideketensamenstel ling, wanneer ze uit hetzelfde deel van de 
lens zijn geïsoleerd. Deze gegevens wijzen op liet voorkomen van ver-
schillende ciggregatietoestanden van a-crysta Lline. De hoeveelheid 
hoogmoleculnire aggregaten neemt toe met toenemende leeftijd, in 
enbryonale lenzen, maar ook in de cortex van volwassen lenzen wordt 
geen of zeer weinig hoogmoleculair α-crystalline gevonden. In de 
nucleus van kalfs- en koeielenzen wordt n-crystalline daarentegen 
bijna uitsluitend in de hoogmoleculaire aggregatietoestand aangetrof­
fen (Spector, Freund, Li, Augusteyn, 1971; van Kamp, 1973b).Het is 
mogelijk dat Ca ionen en/of glucose een rol spelen bij de aggrega­
tie van a-crystal 1 ine (Spector, Freund, Li, Augusteyn, 1971; Jedziniak, 
Kinoshita, Yates, Hocker, Benedek, 1972; Spector en Rothschild, 1973; 
Spector, 1973). 
Ook de subeenheidstruetuur van runder α-crystalline is intensief 
bestudeerd. α-Crystallinc, geïsoleerd uit de cortex van kalfslenzen, 
is opgebouwd uit 4 verschillende polypeptideketens : Λ , Α., В en В„ 
(Waley, 1969). A. en Α., hebben isoëlectrische punten beneden pH 6,0, 
die voor В en B. liggen rond pH 7,0. Met behulp van gelelectroforese 
in aanwezigheid van dodecylsulfaat (SDS) werden voor de A-en B-ketens 
molecuul gewichten gevonden van respectievelijk 19.500 en 22.500. Van 
der Ouderaa et al. (1973,1974a) bepaalden de primaire structuur van 
zowel de Α.- als de В -keten. De A.-keten is 173 aminozuren lang en 
heeft een berekend molecuulgewicht van 19.832. De Β,,-keten bevat 175 
residuen en heeft een molecuulgewicht van 20.070. Beide ketens hebben 
een gcacetyleerd N-terminaal aminozuur. De A-ketens hebben één tbiol-
groep, terwijl de B-ketens er geen hebben. De homologie tussen A. en 
B„ bedraagt 57% (van der Ouderaa et al., 1974a). De discrepantie 
tussen het berekende molecuulgewicht van B„ en het molecuulgewicht 
bepaald met behulp van SDS gelelectroforese verdwijnt, wanneer in 
do Polyacrylamide gelen zowel SDS als ureum aanwezig zijn (van der 
Ouderaa et al.,1974b). Aangezien de aminozuursamenstelling van de A.-
keten identiek is aan die van de A,-keten en er alleen voor de laatste 
een mRNA fractie is gevonden, wordt algemeen aangenomen dat de A.-
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keten ontstaat uit de Asketen door middel van deamidatie (Bloemendal, 
Berns, van der Ouderaa, de Jong, 1972; van Venrooy, de Jong, Janssen 
en Bloemendal, 1974). Het is waarschijnlijk dat de B--keten op de­
zelfde manier omgezet wordt in de B.-keten, ofschoon hiervoor minder 
aanwijzingen gevonden zijn (Delcour en Papaconstantinou, 1972; van 
Kamp, Schats en Hoenders, 1973). 
Door het werk van de Jong et al. (1974) en van van Kleef (1974, 
1976) is komen vast te staan dat de polypeptideketensamenstelling van 
α-crystalline complexer is dan aanvankelijk werd aangenomen. Zij von­
den dat de ketensamenstelling van α-crystalline afhankelijk is van 
de leeftijd van de lens en het deel van de lens waaruit dit eiwit 
wordt geïsoleerd. Er zijn door middel van isoëlectrische focusering 
in aanwezigheid van ureum in totaal 7 extra polypeptideketens gevonden. 
Zes van deze ketens zijn ontstaan door specifieke degradaties aan de 
carboxyl-einden van de vier reeds genoemde ketens. Eén van de ketens 
is een verder deamidatieproduct van de B.-keten. Er is aangetoond 
dat de gevonden degradatie van de polypeptideketens een verouderings-
verschijnsel is (van Kleef et al., 1976). De mate van deamidatie -in 
vivo lijkt geen functie te zijn van de leeftijd. 
Van α-crystalline geïsoleerd uit andere zoogdierlenzen is veel 
minder bekend. Wel werd er door de Jong et al. (1975a, 1975b) de pri-
maire structuur beschreven van de A-ketens, afkomstig uit α-crystal­
line van 8 verschillende zoogdiersoorten, waaronder de mens. Boven­
dien is de primaire structuur van de A keten van twee buideldieren 
(kangoeroe en opossum) bekend (de Jong en Terwindt, 1976). Het aantal 
aminozuursubstituties bij deze A-ketens is betrekkelijk gering, het­
geen er op wijst dat deze polypeptideketen slechts langzaam evolueert. 
Evenals uit de nucleus van runderlenzen is uit die van konijne-
lenzen zeer hoogmoleculair eiwit geïsoleerd. Er zijn echter, behalve 
polypeptideketens afkomstig van α-crystalline, ook ketens van ß-crys-
talline aangetoond in deze hoogmoleculaire fractie (Liem-The, Stols 
en Hoenders, 1975). 
De ketensamenstelling van menselijk α-crystalline lijkt op die 
van runder α-crystalline (Spector, Stauffer en Sigelman, 1973; Dilley 
en Harding, 1975; Roy en Spector, 1976). Roy en Spector (1976) iso-
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leerden uit menselijk α-crystalline 10 van de 11 waargenomen polypep-
tideketens. Op grond van de aminozuursamenstelling en door vergelij­
king van de peptidekaarten van deze ketens concludeerden zij dat er 
4 verwant zijn aan de B- en 6 aan de A-keten van runder α-crystalline. 
Enkele onderzoekers hebben uit menselijke lenzen naast een laag-
moleculaire a-crystallinefractie een a-crystallinefractie geïsoleerd 
met een zeer hoog nolecuulgewicht, variërend van 5x10 tot meer dan 
1x10 . In oude menselijke lenzen wordt grotendeels hoogmoleculair 
α-crystalline aangetroffen (Maraini en Mangili,1973a; Spector, · 
Stauffer en Sigelman, 1973; Roy en Spector, 1976). 
1.2.4. De water-onoplosbare eiwitten van de lens 
De water-onoplosbare eiwitten uit menselijke en rundcrlenzen 
bestaan voornamelijk uit α-crystalline ketens, naast kleinere hoeveel­
heden β- en γ-crystalline ketens (Manski, Behrens en Martinez, 1968; 
Clark, Zigman en Lerman, 1969; Lerman, 1970; Lasser en Balazs, 1972). 
Hetzelfde werd gevonden voor konijnelenzen (Liem-The en Hoenders, 
1974). Het water-onoplosbare eiwit, geïsoleerd uit lenzen afkomstig 
van de rat en de hondshaai, bleek daarentegen behalve α- en g-crys-
talline ketens te zijn opgebouwd uit γ-crystalline ketens (Harding, 
1969; Lerman, 1970). De water-onoplosbare fractie van de lens kan 
nog verder gefractioneerd worden in een ureum-oplosbare en een ureum-
onoplosbare fractie. De ureum-onoplosbare fractie bevat voornamelijk 
celmembranen (Dische, 1965; Balazs, 1972; Harding, 1972a; Lasser en 
Balazs, 1972; Broekhuyse en Kuhlmann, 1974). De ureum-oplosbare 
fractie bestaat uit polypeptideketens, afkomstig van de crystallines. 
Deze crystallines zouden Ш V¿V0 met membraancomponenten associëren, 
waardoor ze water-cnoplosbaar zijn(Lasser en Balazs, 1972; Kibbelaar 
>n Bloemendal, 1975). 
.3. CATARACT 
.3.1. Wat is cataract? 
De ooglens is een volledig transparant orgaan en heeft als 
inctie, lichtstralen afkomstig van een voorwerp zodanig te breken, 
it een scherp beeld op de retina van het oog wordt gevormd. Wanneer 
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nu in de lens een gebied aanwezig is dat verstrooiing van licht ver-
oorzaakt, wordt op de retina slechts een vervormd, of in het ergste 
geval, in het geheel geen beeld gevormd. We spreken in dit geval van 
staar of cataract. Een normale lens is transparant omdat de brekings-
index binnen de lens slechts weinig en zeer geleidelijk van de bui-
tenste cortex naar het centrum van de nucleus verandert. Lichtver-
strooiing in de lens ontstaat in die gebieden van de lens, waar een 
abrupte verandering van de brekingsindex optreedt. Deze plotselinge 
verandering van brekingsindex kan bijvoorbeeld optreden als een 
plaatselijk sterke verandering in eiwitconcentratie aanwezig is bin-
nen de lens. 
Jaarlijks komen er op de wereld ongeveer een miljoen nieuwe ge-
vallen van cataract bij. Preventie en genezing van cataract is niet 
mogelijk. Men kan slechts de troebele lens operatief verwijderen en 
het gezichtsvermogen met behulp van een bril corrigeren. Vele facto-
ren kunnen bij het ontstaan van cataract een rol spelen, zoals gene-
tische en stofwisselingsafwijkingen, intraoculaire ziekten, chemica-
liën, geneesmiddelen, radioactieve- en röntgenstraling. De meeste 
cataracten komen voor bij mensen ouder dan 50 jaar. Bij deze vorm 
van cataract (seniele cataract of ouderdomsstaar) is niet bekend 
welke processen verantwoordelijk zijn voor het ontstaan van de lens 
troebelingen. ' 
Men kan seniele cataract verdelen in 2 hoofdtypen: corticale en 
nucleaire cataract. Bij corticale cataract is het buitenste gebied 
(cortex) van de lens troebel. De troebelingen zijn een gevolg van / 
verstoring van de regelmatige rangschikking van de corticale vezel' 
cellen. Er worden ruimten gevuld met vloeistof en celresten waarp 
nomen (Philipson, 1973). De troebelingen in de cortex kunnen in 
lerlei verschijningsvormen aanwezig zijn. Lenzen met een nucle 
of kerncataract hebben een harde, ogenschijnlijk uitgedroogde 
De kleur van de nucleus kan variëren van donkergeel tot bruin 
ziet men een bijna zwarte kern (nigra cataract). Váak neemt г 
dezelfde lens beide typen cataract waar. Door de grote verse' 
heid in typen cataract binnen de twee hoofdgroepen is de eli 
tie van staarlenzen een groot probleem voor onderzoekers. Ъ d 
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staarlenzen geclassificeerd op grond van de locatie van troebeling 
(Mach, 1963; Maraini en Pescatori, 1972; Nordmann,1972), op grond 
van de kleur van de nucleus (Pirie, 1968; van Heyningen, 1972; 
Harding,1972b), of alleen op grond van leeftijd (Clark, Zigman en 
Lerman, 1969). De moeilijkheid van classificatie van de staarlenzen 
is waarschijnlijk de belangrijkste oorzaak van discrepantie tussen 
de resultaten van verschillende laboratoria. Voor uitgebreide infor-
matie over cataract wordt de lezer verwezen naar publicaties van 
Nordmann,1972; Barber, 1973; Barber 1974; van Heyningen, 1975; 
Bellows en Bellows, 1975 en Harding en Dilley, 1976. 
1.3.2. Veranderingen in de cataracteuze lens 
1.3.2.1. Gewicht, watergehalte en ionconcentratie 
Bepaling van het lensgewicht en lensvolume gaf een verlaging te 
zien bij corticale cataract (Barber, 1968; Clark, Zigman en Lerman, 
1969; Delmarcelle en Luyckx-Bacus, 1971; Maraini en Pescatori, 1972; 
Duncan en Bushell, 1975). Een uitzondering is de intumescente (= ge-
zwollen) corticale cataract. Hierbij wordt een toename in lensgewicht 
(Maraini en Pescatori, 1972) en lensvolume (Delmarcelle, 1971) waar-
genomen. Het watergehalte van lenzen met een corticale cataract is 
volgens Maraini en Pescatori (1972) sterk verlaagd, vooral in het 
beginstadium. Daarentegen vond Andrée (1970) geen enkele verandering. 
Een stijging van de Na+ concentratie en een verlaging van de K+ con-
centratie is waargenomen (Andrée, 1970; Maraini en Mangili, 1973b» 
Duncan en Bushell, 1975). 
Bij nucleaire cataracten werd gevonden dat het gewicht van deze 
lenzen gelijk is aan dat van normale lenzen (Barber, 1968; Clark, 
Zigman en Lerman, 1969; Maraini en Mangili, 1973b;Duncan en Bushell, 
1975). Anderen vinden echter wel afwijkingen (Mach, 1963; van 
Heyningen, 1972). Het watergehalte lijkt normaal te zijn in dit type 
cataract (D'Agostino en Manes, I960; Maraini en Mangili, 1973b). 
Volgens Andrée (1970) is de Na+ concentratie verhoogd en de К con­
centratie verlaagd. Duncan en Bushell (1975) en Maraini en Mangili 
(1973b)vinden echter normale waarden voor de concentratie van deze 
ionen. Bovendien vinden Duncan en Bushell (1975) normale Mg + +, Ca + + 
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en Cl concentraties in nucleaire cataracten en afwijkende concentra-
ties in corticale cataracten. 
1.3.2.2. Enzymactiviteiten 
De menselijke lens wordt vooral gekenmerkt door relatief hoge 
activiteit van glycolytische enzymen en enzymen van de pentosefos-
faatcyclus. De activiteit van enzymen van de citroenzuurcyclus is 
erg laag. De waargenomen veranderingen van enzymactiviteiten bij 
cataract is afhankelijk van het type (Hockwin en Berghoff, 1966; 
Friedburg, 1973). Vermeldenswaardig is bovendien de bevinding van 
Friedburg (1973), dat voor enkele enzymen veranderingen in acti-
viteit worden waargenomen in de heldere cortex van kerncataracteuze 
lenzen. 
1.3.2.3. Structurele eiwitten 
Een systematisch onderzoek naar veranderingen in de verdeling 
van de structurele eiwitten in menselijke cataracteuze lenzen werd 
voor het eerst uitgevoerd door Helena Mach (1963). Zij vond in 
staarlenzen een vermindering van de totale hoeveelheid eiwit, een 
afname van het water-oplosbare eiwit en een toename van het water-
onoplosbare eiwit. Bestudering van het water-oplosbare eiwit toonde 
aan, dat vooral de laagmoleculaire eiwitfractie afgenomen is (Mach, 
1963; Maisel en Goodman, 1965; Charlton en van Heyningen, 1968; 
François et al., 1969; Malik, Gupta, Chatterji en Agarwal, 1969). 
Deze afname van laagmoleculair eiwit kan op meerdere manieren worden 
verklaard: het verdwijnt ten gevolge van lekkage door de kapsel 
(François en Rabaey, 1958; Hockwin et al., 1973), of het gaat over 
in onoplosbaar eiwit (François et al., 1965; Sheridan en Zigman, 
1971; Croft, 1973). Ook Maraini en Mangili (1973b)vonden in lenzen 
met een corticale cataract een vermindering in totaal eiwitgehalte. 
In kerncataracteuze lenzen echter, wijkt de totale hoeveelheid eiwit 
niet af van die in normale lenzen (Pirie, 1968; Sheridan en Zigman, 
1971; Maraini en Mangili, 1973b). 
Het meest opvallende proces dat plaats vindt in kerncataracteuze 
lenzen is het onoplosbaar worden van eiwit (Mach, 1963; Pirie, 1968; 
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Clark, Zigman en Lerman, 1969; Aurricchio en Testa, 1972). In lenzen 
met een corticdle cataract wordt niet of nauwelijks toename van on-
oplosbaar eiwit gevonden (Mach, 1963; Pirie, 1968; Clark, Zigman en 
Lerman, 1969; Aurricchio en Testa, 1972). Pirie (1968) vond dat in 
de nucleaire cataracten de ureum-onoplosbare fractie is toegenomen, 
terwijl de hoeveelheid ureum-oplosbaar materiaal niet verandert. Zij 
toonde ook aan dat het ureum-onoplosbare eiwit bijna volledig oplost 
in een dissociërend medium, wanneer een reductiemiddel aanwezig is. 
Hieruit blijkt dat de onoplosbaarheid in ureum grotendeels veroor-
zaakt wordt door disulfide "cross-links". Harding (1972b) extraheerde 
lenzen met een cataracteuze kern onder anaërobe omstandigheden en 
vond een aanzienlijk kleinere hoeveelheid ureum-onoplosbaar eiwit 
dan onder aërobe omstandigheden. Zijn conclusie is, dat de ureum-
onoplosbare fractie, geïsoleerd uit kerncaLaracteuze lenzen, groten-
deels een artefact is, ontstaan door oxidatie tijdens de isolatie. 
Feit blijft dat onder aërobe condities uit kerncataracteuze lenzen 
meer ureum-onoplosbaar eiwit wordt geïsoleerd dan uit normale lenzen. 
Met andere woorden: eiwit uit lenzen met een kerncataract is gevoe-
liger voor luchtoxidatie dan eiwit uit normale lenzen. De oorzaak 
van verschillen in oxidatiegevoeligheid ligt volgens Harding (1972c) 
in veranderingen van de conformatie van het eiwit. De reactiviteit 
van de eiwit-thiol groepen en de gevoeligheid voor proteolytische 
enzymen zijn verhoogd in cataracteuze lenseiwitten (Harding, 1972c), 
hetgeen erop wijst, dat de eiwitten zich ontvouwen tijdens cataracto-
genese. Deze conformatieverandering zou zich slechts afspelen in de 
nucleus omdat vooral daar een toename van de ureum-onoplosbare 
fractie wordt gevonden (Dilley en Pirie, I97A). Dat de eiwitten zich 
tijdens het ontstaan van kerncataract ontvouwen komt volgens Harding 
ook tot uiting in een verhoging van de hoeveelheid disulfide "cross-
links" -in V'ivo. Er werd vooral in de kern een toename van disulfide 
bruggen tussen de eiwitten onderling, als ook tussen eiwitten en 
glutathion waargenomen (Harding, 1970, 1972b, 1973; Takemoto en 
Azari, 1976). Mogelijk zouden deze "cross-links" kunnen leiden tot 
hoogmoleculaire aggregaten, zoals die gevonden werden door Dilley 
(1975). 
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In lenzen met een donkere kern is eiwit aanwezig dat niet oplost 
in een dissociërend medium, waaraan reductiemiddel is toegevoegd 
(Pirie, 1968). Hieruit concludeerde Pirie dat deze fractie onoplos-
baar is door de aanwezigheid van "cross-links" die niet bestaan uit 
disulfide bruggen. Een directer bewijs voor het bestaan van deze 
niet-disulfide "cross-links" werd geleverd door Buckingham (1972). 
Hij nam waar dat gereduceerd eiwit uit normale menselijke lenzen in 
een dissociërend medium volledig uiteenviel in polypeptideketens 
met een laag molecuulgewicht. In cataracteuze lenzen met een bruine 
kern bleek daarentegen ongeveer 15% van het eiwit onder dezelfde 
condities niet te dissociëren tot laagmoleculaire ketens. 
1.3.3. Vorming van gekleurd, fluorescerend, onoplosbaar eiwit in 
kerncataracteuze lenzen 
Het ureum-onoplosbare eiwit dat geïsoleerd wordt uit nucleaire 
cataracten heeft 3 unieke eigenschappen: a, een geelbruine kleur; 
b, een groen-blauwe fluorescentie die niet afkomstig is van trypto-
faan en toeneemt met de kleur van de lenskern en tenslotte c, de 
reeds genoemde niet-disulfide "cross-links" (Pirie, 1968; Dilley en 
Pirie, 1974). Er bestaan een aantal hypothesen die de vorming van 
gekleurd, fluorescerend en "cross-links" bevattend eiwit verklaren. 
De meest voor de hand liggende verklaring is, dat het ureum-onoplos-
bare eiwit gevormd wordt door foto-oxidatie van tryptofaan, geïni-
tieerd door ultraviolette straling afkomstig van zonlicht (Zigman, 
1971; Buckingham en Pirie, 1972; Kürzel, Wolbarsht en Yamanashi, 
1973; Zigman, Schultz, Yulo en Griess, 1973; Weiter en Finch, 1975). 
Wanneer eiwit namelijk wordt bestraald met ultraviolet licht, dan 
krijgt het ongeveer dezelfde eigenschappen als het bruine eiwit uit 
de lens. Het bestraalde eiwit is onoplosbaar, het vertoont fluores-
centie die niet afkomstig is van tryptofaan, het heeft een bruine 
kleur en bevat niet-disulfide "cross-links" (Buckingham en Pirie, 
1972; Grover en Zigman, 1972; Dilley, 1973). Een eiwit dat geen 
tryptofaan bevat, ondergaat geen verandering door bestraling met 
ultraviolet licht (Dilley, 1973). Dilley voert echter twee argumenten 
aan die tegen deze theorie pleiten. Op de eerste plaats vertonen de 
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eiwitten uit de bruine cataracteuze kern geen verlies van tryptofaan 
(Dilley en Pirie, 1974; Takemoto en Azari, 1976), terwijl een aan­
zienlijk verlies van tryptofaan wordt waargenomen in lenseiwitten 
die -Ш ЛСКО bestraald worden (Buckingham en Pirie, 1972). Op de 
tweede plaats is alleen het eiwit afkomstig uit de lenskern gekleurd 
en het is moeilijk te verklaren hoe ultraviolet licht zijn werking 
alleen op de eiwitten in de kern kan uitoefenen, vooral als men be­
denkt dat een groot deel van de straling wordt geabsorbeerd door de 
cornea en de buitenste lagen van de lens. 
De menselijke lens bevat een aantal laagmoleculaire fluoresceren­
de componenten. Deze componenten, kynurenine en derivaten van kynure-
nine, worden in de lens gevormd uit tryptofaan (van Heyningen, 1971, 
1973). Er werd gedacht aan de mogelijkheid dat onder pathologische 
omstandigheden uit deze componenten 3-hydroxykynurenine zou kunnen 
ontstaan. Bij de zijderups vormt deze stof "cross-links", waardoor 
sclerose ("tanning") van de cocon optreedt (Brunet, 1976). Er werd 
echter geen enkele aanwijzing gevonden dat 3-hydroxykynurenine in 
chemische combinatie aanwezig is met de bruine lenseiwitten (van 
Heyningen, 1973) . 
Wanneer konijnen een naftaleen bevattend dieet toegediend krij­
gen ,ontwikkelt zich bij deze dieren cataract. Deze cataract kenmerkt 
zich door de aanwezigheid van een bruine kleur en een blauwe fluo­
rescentie in de lens, hetgeen toe te schrijven is aan de aanwezig­
heid van naftochinon-eiwit producten (van Heyningen en Pirie, 1967; 
Rees en Pirie, 1967; Pirie, 1968). Pirie opperde de mogelijkheid dat 
dergelijke processen zich zouden hebben voorgedaan in de bruine 
cataracteuze lens, bijvoorbeeld door oxidatie van tyrosine tot dopa-
chinon (Pirie, 1968). Ook hier kan men de vraag stellen, waarom in 
een bruine cataracteuze lens de bruine kleur alleen in de kern wordt 
aangetroffen. Bij naftaleen geïnduceerde cataract is zowel in de 
cortex als in de kern van de lens bruin pigment aanwezig. 
De veranderingen die in sterke mate optreden bij nucleaire cata-
ract, zoals de toename van water-onoplosbaar eiwit, het intenser 
worden van de gele kleur en de toename van niet-tryptofaan fluores-
centie treden ook op, zij het in veel mindere mate, bij veroudering 
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van de normale menselijke lens (Mach, 1963; Clark, Zigman en Lerman, 
1969; Satoh, 1972; SaCoh, 1975; Spector, Roy en Stauffer, 1975). 
Deze waarnemingen duiden erop dat bij de ontwikkeling van seniele 
cataract mogelijk een versnelde veroudnring plaats vindt. 
1.3.4. Hoogmoleculaire aggregaten in de menselijke lens 
Benedek suggereert dat eiwitaggregaten, wanneer deze groot ge­
noeg zijn en in aanzienlijke concentraties aanwezig zijn, voldoende 
licht kunnen verstrooien om een lens troebel te maken (Benedek, 1971). 
Jedziniak et al. vonden zeer grote eiwitaggregaten met een molecuul­
gewicht groter dan 150 χ 10 , in de menselijke lens. Bovendien bleek 
dat de concentratie van deze grote aggregaten vooral in de kern van 
kerncataracteuze lenzen was toegenomen (Jedziniak, Kinoshita, Yates, 
Hoeker en Benedek, 1973; Jedziniak et al., 1975). Recentelijk hebben 
Tanaka en Benedek de aanwezigheid van deze grote aggregaten aange­
toond door laserlichtverstrooiing aan intacte cataracteuze lenzen 
(Tanaka en Benedek, 1975). Hoogmoleculaire aggregaten werden ook aan­
getroffen door Liem-The (1975). Zij vond echter geen toename van 
hoogmoleculair eiwit bij cataract 
1.4. DOEL· VAN HET ONDERZOEK DAT HIER WORDT BESCHREVEN 
α-Crystalline komt in verschillende aggregatietoestanden voor. 
De vorming van grote aggregaten blijkt een functie van de leeftijd 
te zijn. Zeer grote aggregaten met molecuulgewichten groter dan 
1 χ 10 komen voor in de nucleus van runderlenzen. Met behulp van 
fysisch-chemische technieken (electronenmicroscopie, lichtverstrooi­
ing, viscosimetrie en analytische uitracentrifugatie) werden enkele 
aspecten van de quaternaire structuur van deze hoogmoleculaire aggre­
gaten bestudeerd (hoofdstuk 2). In hoofdstuk 3 worden de verande­
ringen beschreven die optreden in de eiwitten tijdens de ontwikkeling 
van nucleaire cataract. Daarbij werd als belangrijke voorwaarde ge­
steld, dat uitgegaan moest worden van zeer zorgvuldig geclassificeer­
de lenzen. De kerncataracteuze lenzen, die in dit onderzoek werden 
gebruikt, bezaten een volkomen heldere cortex. Door middel van waar­
nemingen -tfl -І 0, werden zij geclassificeerd in groepen met toenemen-
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de kleuring van de kern. 
Er werd een eerste aanzet gedaan, de niet-disulfide "cross­
links", aanwezig in bruine cataracteuze lenzen, te identificeren 
(hoofdstuk 5) . 
Het complexe polypeptideketenpatroon bij menselijk α-crystalline 
doet vermoeden dat post-synthetische modificaties, zoals zijn waar­
genomen in runder α-crystalline, ook hier zijn opgetreden. Het is 
mogelijk dat deze modificaties een rol spelen bij de vorming van 
cataract. Om deze processen bij de mens te onderzoeken is het wense­
lijk de primaire structuur van de menselijke A-en B-ketens te kennen. 
De opheldering van de primaire structuur van de menselijke B-keten 
wordt beschreven in hoofdstuk 7. Een gedeelte van het werk, dat 
wordt beschreven in hoofdstuk 2 en 3, is elders gepubliceerd (Kramps, 
Stols, Hoenders en de Groot, 1975; Kramps, Hoenders en Wollensak, 
1976). 
15 
HOOFDSTUK 2 
DE QUATERNAIRE STRUCTUUR VAN HOOGMOLECULAIR EIWIT UIT DE OOGLENS 
VAN HET KALF 
Vanneer runderlensextracten worden gefractioneerd over een 
agarose Bio-gel A-5m kolom, wordt een eiwitfractie waargenomen, die 
geëlueerd wordt in het "void volume" van de kolom. De tweede piek 
in het elutiepatroon is α-crystalline (van Kamp en hoenders, 1973; 
Hoenders, van Kamp, Liem-The en van Kleef, 1973). Gaande van de 
buitenste cortexlaag naar de nucleus neemt de hoeveelheid van de 
hoogmoleculaire fractie in de lens sterk toe. Scheiding van de hoog-
moleculaire fractie over een moleculaire zeef met grotere poriën 
levert twee populaties op met molecuulgewichten van 0,9 χ 10 tot 
4 χ 10 en groter dan 1 χ 10 (Spector, Li, Augusteyn, Schneider en 
Freund, 1971). De sedimentatiecoëfficiënten van deze twee populaties 
variëren respectievelijk van 30 tot 55 S en van 100 tot 190 S (van 
Kleef en Hoenders, 1973). Aangetoond werd, dat deze hoogmoleculaire 
fracties dezelfde polypeptideketensamenstelling hebben als α-crys­
talline, geïsoleerd uit hetzelfde deel van de lens. α-Crystalline 
afkomstig van de cortex heeft een andere ketensamenstelling dan 
α-crystalline uit de kern (van Kleef en Hoenders, 1973; van Kleef, 
Nijzink-Maas en Hoenders, 1974). 
In dit hoofdstuk worden enkele aspecten van de quaternaire 
structuur van hoogmoleculair α-crystalline beschreven, die bestu­
deerd zijn met behulp van electronenmicroscopie, viscosimetrie, 
lichtverstrooiing en analytische ultracentrifugatie. 
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2.1. MATERIALEN EN METHODEN 
2.1.1. Bereiding van lensextracten 
Verse lenzen uit kalfsogen werden verkregen van het slachthuis. 
De water-oplosbare eiwitten werden bij 4 С geëxtraheerd door roeren 
van ongeveer 100 lenzen met 200 ml 0,1 M Tris-HCl buffer pH 7,3 tot-
dat de cortex was opgelost. De kernen werden vervolgens overgebracht 
in 100 ml buffer en volledig gehomogeniseerd door gedurende de nacht 
te roeren. In een aantal experimenten werden de kernen overgebracht 
in 150 ml buffer en zolang geroerd tot hun diameter ongeveer 3 mm 
bedroeg. Deze kleine kernen werden gemengd met 10 ml buffer en ge-
homogeniseerd in een Teflon-glas homogenisator. Door middel van 
controle-experimenten werd aangetoond, dat dezelfde resultaten werden 
verkregen wanneer de kleine kernen werden gehomogeniseerd door gedu-
rende de nacht zacht te roeren. De aldus verkregen homogenaten werden 
gecentrifugeerd gedurende 15 minuten in een Sorvall RC2-B centrifuge 
met een SM-24 rotor bij 4000xg. 
2.1.2. Gelchromatografie 
Fractionering van de ruwe preparaten afkomstig van de cortex 
en de kern werd uitgevoerd met behulp van een agarose Bio-gel A-5m 
kolom (exclusie-grens 5 χ 10 ; 2,5 χ 90 cm). De gebruikte buffer was 
0,1 M Tris-HCl pH 7,3. De elutiesnelheid van 0,5 ml/min werd constant 
gehouden door middel van een Cenco peristaltische pomp. 
De extracten van de kleine kernen werden gefractioneerd op een 
Boehringer kolom systeem (Boehringer Mannheim GmbH, Germany). Het 
bovenste deel (30 χ 3 cm) was gevuld met agarose Bio-gel A-5m en het 
onderste deel (60 χ 3 cm) met Bio-gel A-50m (exclusie-grens 50 χ 10 ). 
De elutiesnelheid bedroeg 0,32 ml/min. Het volume van de opgebrachte 
monsters was 8 ml, waarin ongeveer 300 mg eiwit was opgelost. Met een 
fractieverzamelaar werden fracties van 100 druppels (5 ml) opgevangen. 
De extinctie van het eluaat werd continu gemeten bij 278 nm met be­
hulp van een Uvicord II absorptiemeter. 
2.1.3. Sedimentatie-analyses 
Sedimentatiesnelheidsexperimenten werden uitgevoerd met een 
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Beekman Spinco E analytische ultracentrifuge, uitgerust met U.V. op-
tiek en een fotoëlectrische scanner. Sedimentatiecoëfficiënten wer-
den gecorrigeerd naar water bij 20 С (s ). 
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2.1.4. Isoëlectrische focusering 
3 ml 1% Ν,Ν,Ν'»N'-tetramethylethyleendiamine, 11 ml acrylamide-
bisacrylamide oplossing (30-0,8%), 1,I ml Ampholine LKB 40% (pH 5-8) 
en 16,2 gram ureum werden gemengd met water tot een eindvolume van 
45 ml. Na ontluchten werd de oplossing gekoeld in ijs, waarna 3 ml 
1% ammoniumpersulfaat werd toegevoegd. De gekoelde oplossing werd 
daarna voorzichtig in buisjes (130 χ 6 mm) gegoten. Nadat de gepoly-
meriseerde gelen in een Desaga gel-electrofórese apparaat waren ge-
plaatst, werd bovenop de gelen een "Ampholine-laag" gebracht (6 M 
ureum, 5% sucrose, 0,25% Ampholine LKB en 0,04% DTE W / v ) . Het anode-
vat werd gevuld met 0,2% zwavelzuur, het kathodevat met 0,4% tri-
ethanolamine. Vóórelectroforese werd uitgevoerd gedurende één uur 
bij 360 Volt. Het eiwit werd opgelost (5 mg/ml) in een oplossing van 
6 M ureum, 10% sucrose en 0,04% DTE. Na de vóórelectroforese werd 
20 μΐ eiwitmonster opgebracht, waarna gedurende 4 uur bij 360 Volt 
geëlectroforeerd werd (Wrigley, 1968; van Kleef en Hoenders, 1973). 
De gelen werden gekleurd volgens de methode van Malik en Berrie 
(1972). 
2.1.5. Lichtverstrooiing 
Lichtverstrooiingsexperimenten werden uitgevoerd met een "Safica 
Photogonio diffusometer" model 42000. De golflengte van het gebruikte 
licht was 546 nm. Oplossingen van laagmoleculair α-crystalline werden 
stofvrij gemaakt door deze te filtreren door een 0,45 ym Millipore 
filter. De eiwitconcentratie vóór en na filtratie was dezelfde. De 
resultaten werden in een "Zimmdiagram" uitgezet. De brekingsindices 
werden gemeten bij 25,00 ± 0,01 С met behulp van een Brice-Phoenix 
differentiële refTactometer bij 546 nm en leverden een increment-
waarde op van 0,18 ml/g. 
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2.1.6. Viscosimetrie 
Intrinsieke viscositeiten werden bepaald bij 25 С met behulp van 
een normale Ubbelohde viscometer. 
2.1.7. Electronenmicroscopie 
α-Crystalline oplossingen werden met 0,1 M Tris-HCl buffer pH 
7,3 verdund tot een extinctie van 0,05 bij 280 nm. Een druppel van 
de verdunde eiwitoplossing werd op een met koolstof bedekte "koper-
grid" gebracht. De overmaat vloeistof werd vervolgens verwijderd met 
een capillaire pipet. Het eiwit werd negatief gekleurd met een drup­
pel uranyloxalaatoplossing (12 mM uranylacetaat en 12 mM oxaalzuur), 
die op pH 7,3 gesteld was met 1% NH.OH (Mellema, van Bruggen en 
Gruber, 1967). De overmaat uranyloxalaatoplossing werd weer met een 
capillaire pipet verwijderd. Opnamen werden gemaakt met behulp van 
een Philips EM 300 electronenmicroscoop. De spanning was 60 kV en de 
electron optische vergroting x9.200 en x38.000. 
2.2. RESULTATEN 
In fig. 2.1. worden de elutiepatronen getoond van lensextracten 
van de cortex en de kern, gefractioneerd op een agarose A-5m kolom. 
J280 
1,5 
1,0 
0,5 
60 70 
fractie 
Fig. 2.1. Chromatografie van lensextracten met behulp van Bio-gel 
A-5m. Eiwit geïsoleerd uit de cortex ( ); eiwit geïsoleerd uit 
de kern ( ). De geëlueerde fracties zijn respectievelijk hoogmole-
culair eiwit, α-crystalline, B, -crystalline, ß.-crystalline en γ-
crystalline. 
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Wanneer men het elutiepatroon van het kernextract vergelijkt met dat 
van de cortex, ziet men dat in de kern de hoogmoleculaire fractie 
aanzienlijk toegenomen is. De α-crystalline fractie is daarentegen 
afgenomen. 
Het elutiepatroon van het extract van de kleine kernen, geschei­
den met behulp van een gecombineerde A-50m/A-5m kolom is weergegeven 
in fig. 2.2. 
1,0 
0,5 
30 50 70 90 110 130 
fractie 
Fig. 2.2. Chromatografie van het extract van de kleine lenskernen 
met behulp van een gecombineerde Bio-gel A-50m/A-5m kolom. De eerste 
piek bevat zeer hoogmoleculair eiwit. De tweede en derde piek be­
vatten respectievelijk (5- en γ-crystalline. 
De fracties die in fig. 2.1. en 2.2. aangeduid zijn met balken 
onder de elutiepatronen, werden samengevoegd, gedialyseerd, gevries­
droogd en vervolgens geanalyseerd door middel van isoëlectrische 
focusering in aanwezigheid van 6 M ureum (fig. 2.3.). Er is duide-
lijk waar te nemen dat (zeer) hoogmoleculair α-crystalline dezelfde 
polypeptideketensamenstelling heeft als laagmoleculair α-crystalline 
uit hetzelfde gedeelte van de lens. Het verschil in ketensamenstelling 
van α-crystalline, geïsoleerd uit respectievelijk cortex en kern, 
werd reeds aangetoond door van Kleef en Hoenders (1973). 
Met een aantal fracties werden sedimentatiesnelheidsexperimenten 
uitgevoerd (Tabel 2.1). Voor α-crystalline werden sedimentatiecoëffi-
ciënten gevonden variërend van 18 S tot tenminste 240 S. Uit de ge-
gevens, verkregen met lichtverstrooiingsexperimenten (fig. 2.4.). 
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Fig. 2.3. Isoelectrische focusering in aanwezigheid van 6 M ureum 
(Ampholine pH 5-8, van boven naar beneden), a: Laagmoleculair ot-
crystalline en b: hoogmoleculair α-crystalline van de cortex; c: 
laagmoleculair α-crystalline en d: hoogmoleculair α-crystalline van 
de kern. e: Laagmoleculair α-crystalline, f: hoogmoleculair α-crys­
talline en g: zeer hoogmoleculair α-crystalline afkomstig van de 
kleine kernen. Fracties a-d werden gescheiden op een A-5m kolom en 
fracties e-g op een gecombineerde A-50m/A-5m kolom. 
Tabel 2.1. Sedimentatiecoëfficiënten van a-crystallinefracties ver-
kregen door fractionering met behulp van een agarose A-5m of een ge-
combineerde agarose A-50m/A-5m kolom. 
Fractienummer Oorsprong s (S) 
20, w 
zie fig. 2.1. 
18 cortex 39 
27 cortex 18 
18 kern 54 
25 kern 22 
zie fig. 2.2. 
37 kern 240 
42 kern 135 
48 kern 70 
53 kern 52 
58 kern 36 
68 kern 21 
71 kern 19 
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werd berekend dat het gewichtsgemiddelde molecuulgewicht van corticaal 
laagmoleculair α-crystalline 685.000 bedraagt. Het was niet mogelijk 
metingen te verrichten aan (zeer) hoogmoleculair α-crystalline omdat 
bij het stofvrij maken van de oplossing alle eiwitmoleculen op het 
filter achterbleven. Viscosimetrie leverde de volgende waarden voor 
de intrinsieke viscositeit op: 
corticaal laagmoleculair α-crystalline: tn] = 0,033 ± 0,003 dl/g; 
nucleair zeer hoogmoleculair α-crystalline: [η] = 0,2-0,3 dl/g. 
(C/αΔΐ) ΙΟ6 1 
Sm2 e/2 »100 С 
Fig. 2.4. Zimm-diagram van de gegevens verkregen uit lichtver­
strooiingsexperimenten met laagmoleculair α-crystalline van de 
cortex opgelost in 0,1 M Tris-HCl buffer pH 7,3. cj: 3,150 χ 10~3g/ml; 
С2: 1,575 χ 10-3g/ml; С3: 1,050 χ 10-3g/ml. 
fig· 2.5. - 2.7. tonen electronenmicroscopische opnamen van 
verschillende α-crystalline preparaten. In fig. 2.5.A en 2.6.A 
neemt men globulaire deeltjes van bijna uniforme grootte en een dia- j 
meter van ongeveer 18 nm waar. Preparaten van hoogmoleculair a-crys- ƒ 
talline met een sedimentatiecoëfficiënt van ongeveer 40 S laten ƒ 
a8g r eg a t en zien, die de vorm hebben van een kralensnoer en bestaan ' 
uit individuele laagmoleculaire α-crystalline moleculen. De 240 S 
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Fig· 2.5. Electronenmicroscopische opnamen van α-crystalline van 
de cortex verkregen door fractionering met behulp van een agarose 
Bio-gel A-5m kolom. 
A: α-crystalline met een sedimentatiecoëfficiënt van 18 S. 
В: α-crystalline met een sedimentatiecoëfficiënt van 39 S. 
2 I 
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Fig. 2.6. Electronenmicroscopische opnamen van a-crystalline van 
de kern, verkregen door fractionering met behulp van een agarose 
Bio-gel A-5m (A) of een gecombineerde A-50m/A-5m kolom (В). 
Л: α-crystalline met een sedimentatiecoëfficiënt van 22 S. 
B: α-crystalline met een sedimentatiecoëfficiënt van 45 S. 
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Fig· 2.7. Electronenmicroscopische opnamen van a-crystalline van 
de kern, verkregen door fractionering met behulp van een gecombineer-
de A-50m/A-5m kolom (sedimentatiecoëfficiënt 240 S). 
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preparaten (fig. 2.7.) bestaan uit deeltjes die in grootte sterk 
variëren. De grootste aggregaten hebben een diameter van ongeveer 
500 nm. In figuren 2.5.B, 2.6.B, 2.7.A en 2.7.В is waar te nemen, 
dat de (zeer) hoogmoleculaire aggregaten een onregelmatige structuur 
bezitten, samengesteld uit bolvormige deeltjes met een diameter van 
ongeveer 18 nm. 
2.3. DISCUSSIE 
Door van Kleef en Hoenders (1973) werd aangetoond, dat in de 
lens α-crystalline in drie aggregatietoestanden voorkomt Qaagmole-
culair, hoogmoleculair en zeer hoogmoleculair α-crystalline). De 
verklaring waarom wij geen drie α-crystalline populaties vinden na 
fractionering op agarose A-50m (fig. 2.2.) is waarschijnlijk dat 
in dit onderzoek zeer kleine kernen werden gebruikt. In deze kernen 
is de hoeveelheid zeer hoogmoleculair α-crystalline erg groot, ter­
wijl laagmoleculair α-crystalline vrijwel niet aanwezig is. 
De electronenmicroscopische foto's van a-crystalline met een 
sedimentatiecoëfficiënt van ongeveer 20 S (figuren 2.5.A en 2.6.A) 
tonen bolvormige deeltjes met een diameter van ongeveer 18 nm. Deze 
resultaten zijn in goede overeenstemming met die van Bloemendal et 
al. (1965, 1972a). Hoogmoleculaire en zeer hoogmoleculaire α-crys­
talline fracties (figuren 2.5.B, 2.6.B, 2.7.A en 2.7.B) tonen on­
regelmatige aggregaten met een substructuur van individuele laag-
moleculaire α-crystalline moleculen. Deze individuele moleculen wor­
den in de grote aggregaten bijeen gehouden door middel van niet-co-
valente bindingen, ofschoon de aanwezigheid van disulfide bruggen 
niet geheel kan worden uitgesloten. Dit volgde uit sedimentatiesnel-
heidsexperimenten met (zeer) hoogmoleculair α-crystalline in aanwe­
zigheid van 7 M ureum met en zonder DTE. In aanwezigheid van DTE 
werd een iets lagere sedimentatiecoëfficiënt gevonden dan in afwezig-
heid van dit reductiemiddel (0,6 respectievelijk 0,9 S). Het ver-
schil in polypeptideketensamenstelling tussen corticaal en nucleair 
α-crystalline uit zich niet in waarneembare verschillen in grootte 
en/of vorm van de α-crystalline moleculen. Het gewichtsgemiddelde 
molecuulgewicht van 685.000 voor laagmoleculair α-crystalline, dat 
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door middel van lichtverstrooiing werd gevonden, is lager dan de 
molecuulgewichten die in de literatuur gegeven worden (Bloemendal, 
1972b). Deze discrepantie is waarschijnlijk te wijten aan het feit 
dat hier laagmoleculair α-crystalline werd gebruikt dat gescheiden 
was van hoogmoleculair α-crystalline. Waarschijnlijk is om dezelfde 
reden de waarde van 0,033 dl/g voor de intrinsieke viscositeit van 
laagmoleculair α-crystalline ook wat lager dan in de literatuur, 
waar waarden tussen 0,06 en 0,09 dl/g worden genoemd (de Groot, 1970; 
Ferguson en Koenig, 1972). üe sedimentatiecoëfficiënten van de ver-
schillende populaties α-crystalline zijn in goede overeenstemming 
met die van andere onderzoekers (Bloemendal, Berns, Zweers, Hoenders 
en Benedetti, 1972a; van Kleef en Hoenders, 1973). Daar de intrin­
sieke viscositeit beïnvloed wordt door de vorm van het molecuul is 
het mogelijk de vorm enigszins af te leiden uit gegevens die ver-
kregen worden uit viscositeitsmetingen. Lage intrinsieke viscositei-
ten (tot ca. 0,06 dl/g) worden gevonden voor compacte bolvormige 
structuren, terwijl hogere viscositeiten (>0,10 dl/g) gemeten worden 
wanneer het molecuul staaf- of spiraalvormig is (Tanford, 1967). De 
lage waarde voor laagmoleculair α-crystalline (0,033 dl/g) wijst 
dus op een bolvormige structuur, hetgeen bevestigd wordt door de 
electronenmicroscopische beelden. Daarentegen wijst de hoge intrin­
sieke viscositeit (0,2-0,3 dl/g) van zeer hoogmoleculair α-crystal­
line op aggregaten die staaf- of spiraalvormig zijn. Dat de aggrega­
ten bovendien zeer groot zijn kan worden geconcludeerd uit de hoge 
sedimentatiecoëfficiënten (tot 240 S). De electronenmicroscopische 
opnamen tonen grote aggregaten met een onregelmatige structuur. 
Ofschoon het bestaan van hoogmoleculair α-crystalline reeds 
duidelijk is aangetoond (Spector et al., 1971a; van Kamp en Hoenders, 
1973; Hoenders et al., 1973; van Kleef en Hoenders, 1973; Jedziniak 
et al., 1973) is het de eerste keer dat deze grote deeltjes zichtbaar 
gemaakt zijn met behulp van de electronenmicroscoop. Wat het meest op­
valt is de onregelmatige structuur van deze aggregaten. Voor zover 
bekend, zijn er geen andere zeer hoogmoleculaire oplosbare eiwitten 
beschreven met een dergelijke onregelmatige structuur. 
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HOOFDSTUK 3 
VERANDERINGEN "AN DE STRUCTURELE EIWITTEN VAN DE MENSELIJKE LENS 
TIJDENS DE ONTWIKKELING VAN SENIELE NUCLEAIRE CATARACT 
Het doel van dit onderzoek is na te gaan welke kwalitatieve en 
kwantitatieve veranderingen in de structurele lenseiwitten tijdens 
de ontwikkeling van seniele kerncataract optreden. De in dit onder-
zoek gebruikte lenzen werden zorgvuldig geclassificeerd en verdeeld 
in groepen met toenemende kleuring van de lenskern. Er werd veron-
dersteld dat deze groepen opeenvolgende stadia in de ontwikkeling 
van kerncataract vertegenwoordigen. 
4.1. MATERIALEN EN METHODEN 
3.1.1. Lenzen 
Menselijke cataracteuze lenzen werden verkregen door operaties 
die werden verricht door Prof.Dr. J. Pollensak, Augenklinik, Freie 
Universität, Fest-Berlin. Onmiddellijk na de operatie werden de 
lenzen bewaard bij -70 C. Vervoer naar Nijmegen vond plaats in een 
Dewar-vat, gevuld met vast C0-. Alleen kerncataracteuze lenzen, met 
een volkomen transparante cortex afkomstig van patiënten in leeftijd 
variërend van 60 tot RP jaar werden gebruikt. Deze lenzen werden op 
basis van zorgvuldige waarneming iv vl'Jo verdeeld in vier groepen, 
te weten die met gele, bruine, donkerbruine en bijna zwarte (nigra) 
kernen. Normale lenzen werden verkregen uit het Oogziekenhuis te 
Rotterdam, van personen in leeftijd variërend van 50 tot o0 jaar, 
binnen 10 uur )Ost mortem. 
З.1.?. Isolatie van lenseiwitten (standaardprocedurel 
Acht tot tien lenzen werden gewogen, ontdaan van de kapsel en 
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verdeeld in een corticale en nucleaire fractie, in het geval van 
cataracteuze lenzen werd het gedeelte van de lens dat hard, gekleurd 
en troebel was, beschouwd als de kern. De kern was in alle gevallen 
30 tot 40% van het oorspronkelijke natgewicht van de lens. Als kern 
van normale lenzen werd de binnenste 30 à 40% van het lensnatgewicht 
genomen; deze kern was zacht en transparant. Het overige deel van de 
lens werd als cortex beschouwd. De nucleaire en corticale delen 
werden gewogen en vervolgens gehomogeniseerd bij 4 С door gedurende 
de nacht te roeren met ongeveer 5 ml 0,1 ii Tris-HCl buffer pH 7,3. 
Tijdens de homogenisatie werd continu stikstofgas (3 ppm 0 ) over 
de suspensie geleid. Vervolgens werden de gehomogeniseerde fracties 
in afgesloten buizen gecentrifugeerd (20.000xg gedurende 20 min. bij 
10 C). Het aldus verkregen supernatant werd gefractioneerd met be­
hulp van een Sephadex G-200 kolom (2 χ 90 cm), geëquilibreerd met 
0,1 M Tris-HCl pH 7,3 (elutiesnelheid 0,23 ml/nin, fractievolume 
3,9 ml). In enkele gevallen werd de fractionering uitgevoerd met 
behulp van een agarose Bio-gel A-5m kolom (2 χ 100 cm), geëquili-
breerd met dezelfde Tris buffer (elutiesnelheid 0,32 ml/min, frac-
tievolume 3,6 ml). 
Het water-onoplosbare residu van de lenshomogenaten werd gewas-
sen met buffer (telkens 40 ml), totdat de extinctie van de wasvloei-
stof, gemeten bij 280 nm, kleiner was dan 0,1. Vervolgens werd de 
water-onoplosbare fractie geëxtraheerd door gedurende de nacht te 
roeren met 15 ml gebufferde ureumoplossing (0,1 M Tris-HCl pH 7,3, 
7 II ureum). Na centrifugatie (28.00uxg gedurende 60 min. bij 10 C) 
werd het ureum-onoplosbare residu 3 χ gewassen met dezelfde ureum-
bevattende buffer en vervolgens 3 χ met gedeïoniseerd water, waarna 
deze fractie onder vacuüm boven P.,0 werd gedroogd en gewogen. De 
ureumextracten van de water-onoplosbare fractie (ureum-oplosbaar 
eiwit) werden gedialyseerd tegen water, gevriesdroogd en gewogen. 
De fractioneringsprocedure van de lens kan aldus worden samengevat 
(S = "soluble", I = "insoluble"): 
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<
_^^ ___} water-oplosbaar (USO) 
cortex ^^СГ] > ureum-oplosbddr (USC) 
' ^ uroun-.-onoplosbaar (UIC) 
_^__^ _-> vnter-oplosbaar (WSN) 
nucleus ^^~~ > uroum-oplosbaar (USN) 
^~^ ureum-onoplosbaar (UIN) 
3.1.3. Isolatie van lenseiwitten bij lage zuurstofconcentratie 
Naast de hierboven beschreven standaardprocedure uerd de isola­
tie van de water-oplosbare, ureutn-oplosbare en ureum-onoplosbare 
fracties ook uitgevoerd onder anaërobe condities in een "glove-box". 
De anaërobe atmosfeer werd verkregen door verbranding van aardgas, 
waarna sporen 0 verden verwijderd met behulp van een koperkatalysator 
(Color Chemie, Arnhem), hetgeen resulteerde in een zuurstofconcen-
tratie lager dan 40 ppm. De zuurstofconcentratie werd continu geme-
ten met een Elcoflux С 5 zuurstofanalysator (Hartmann en Braun, 
Duitsland). Voor het inzetten en uithalen van de benodigde materia­
len was de kast voorzien van stalen luchtsluizen, waarop zich twee 
kranen bevonden. De ene kraan was aangesloten op een vacuümpomp, de 
andere op de voorziening die het anaërobe gasmengsel leverde. De 
kast werd met een zodanige snelheid continu doorgeblazen, dat de 
atmosfeer in de kast in 30 min. geheel werd ververst. Het gas ver-
liet de kast via een waterslot zodat een lichte overdruk aanwezig 
was (Koopman, van Oeveren en Jansen, 1973). 
3.1.4. Isoëlectrische focusering 
Isoëlectrische focusering in aanwezigheid van 6 11 ureum werd 
uitgevoerd als beschreven in hoofdstuk 2. Een betere scheiding van 
van polypeptideketens werd verkregen, wanneer de concentratie 
acrylamide in de gelen 3,3% in plaats van 7% bedroeg. Er werd ge-
bruik gemaakt van Ampholine, pH 3,5 tot 10. 
3.1.5. Natrium-dodecylsulfaat gelelectroforese 
SDS electroforese werd uitgevoerd volgens de methode beschreven 
door Laemmli (1970). De water-oplosbare eiwitten werden opgelost 
tot een concentratie van 1 mg/ml, de ureum-oplosbare en ureum-onop-
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losbare eiwitten Lot 4 mg/ml. Nadat de eiwitmonsters gedurende 30 
minuten verwarmd waren bij 60 C, werd van elk monster 20 μΐ op de 
gelen gebracht. Voor calibrering van de gelen werd gebruik gemaakt 
van de volgende eiwitten: runderserum albumine, ovalbumine, α-crys­
talline geïsoleerd uit kalis lenzen en cytochroom c. Kleuring en ont-
kleuring van de gelen werd uitgevoerd zoals werd beschreven door 
Weber en Osborn (1969). 
3.1.6. Sedimentatie-analysen 
De sedimentatie-analysen werden uitgevoerd als beschreven in 
hoofdstuk 2. 
3.1.7. Bepaling van fosfolipiden en koolhydraten 
De fosfolipiden werden geëxtraheerd uit de ureum-oplosbare en 
ureum-onoplosbare fracties met chloroform/methanol (1:1, v/v) en 
bepaald als anorganisch fosfaat met behulp van een gemodificeerde 
methode van Fiske-SubbaRow (Broekhuyse, 1968). Koolhydraten werden 
bepaald met behulp van de fenol-zwavelzuurmethode van Dubois et al. 
(1956). 
3.1.8. Electronenmicroscopie 
Electronenmicroscopie werd uitgevoerd zoals beschreven in 
hoofdstuk 2. 
3.2. RESULTATEN EN DISCUSSIE 
3.2.1. Gewicht en watergehalte van de lens 
Het gewicht van de cataracteuze lenzen wijkt volgens de 
Student-t test niet significant af van het gewicht van de normale 
lenzen (p < 0,05, tabel 3.1). Het watergehalte van zowel de kern 
als de cortex van normale lenzen, berekend uit het verschil tussen 
droog- en natgewicht, bedraagt ca. 65% en verandert niet bij kern-
cataract. Het is opmerkelijk dat ook in de harde, ogenschijnlijk 
uitgedroogde kern van de cataracteuze lenzen hetzelfde percentage 
water wordt gevonden als in de zachte kern van normale lenzen. 
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TABEL 3.1. Natgewicht van normale en kerncataracLeuze lenzen. 
groep 
normaal 
geel 
bruin 
donkerbruin 
nigra 
gemiddelde gewicht en 
standaarddeviatie 
mg 
220 ± 
203 ± 
209 ± 
218 ± 
228 + 
37 
29 
33 
31 
31 
gemidde 
leefti 
65 
67 
71 
75 
77 
1de 
jd 
aantal 
lenzen 
19 
48 
51 
62 
9 
3.2.2. De water-oplosbare eiwitten 
De water-oplosbare eiwitten, geëxtraheerd uit de cortex en de 
kern van normale en cataracteuze lenzen, werden gefractioneerd met 
behulp van een Sephadex G-200 kolom (fig. З.1.). Er werd aldus een 
opsplitsing in 5 eiwitfracties verkregen. De laatste fractie die 
van de kolom wordt geëlueerd bevat niet-eiwit componenten. De 5 ei-
witfracties werden, op grond van de plaats in het elutiepatroon en op 
grond van hun ultraviolette spectra aangeduid respectievelijk als α-, 
β ~, β
 0
-
 »β·,
-
 en γ-crystalline. De ultraviolette spectra van de mense­
lijke α~> 3~ en γ-crystal lines zijn identiek aan die van de correspon­
derende crystallines van de kalfslens (van Kamp en Hoenders, 1973). 
De relatieve hoeveelheden van de α-, β- en γ-crystallines aan­
wezig in de lensextracten werden bepaald door meting van de piek-
oppervlakten van de in fig. 3.1. getoonde elutiepatronen.Uit tabel 
3.II valt af te leiden, dat tijdens de ontwikkeling van cataract 
een relatieve afname van de nucleaire γ-crystallinefractie optreedt, 
hetgeen overeenkomt met de waarnemingen van anderen (Mach, 1963; 
Ilaisel en Goodman, 1965; Charlton en van Heyningen, 1968; François, 
Rabaey en Boyen-Rikkers, 1969). De relatieve hoeveelheden van de 
crystallines in de cortex lijken niet of nauwelijks te veranderen. 
In enkele gevallen werden de corticale en nucleaire lensextracten 
ook gefractioneerd met behulp van een Bio-gel A-5m kolom (fig. 3.2.). 
a-Crystalline wordt op deze manier gescheiden in een hoogmoleculaire 
en een laagmoleculaire fractie (Spector, Li, Augusteyn, Schneider 
en Freund, 1971; van Kleef en Hoenders, 1973). De elutiepatronen 
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Fig. 3.1. Chroraatografie met behulp van Sephadex G-200 van corticale 
en nucleaire water-oplosbare crystallines, geïsoleerd uit normale en 
cataracteuze lenzen. 
TABEL 3.II. Percentages van de crystallines van corticale en nucle-
aire lensextracten van normale en cataracteuze lenzen. 
normaal 
geel 
bruin 
donkerbruin 
nigra 
wsc WSh 
α 
19 
22 
23 
28 
21 
β 
59 
58 
57 
58 
61 
γ 
22 
20 
20 
14 
18 
α 
13 
11 
19 
12 
15 
β 
56 
64 
59 
73 
67 
Ύ 
31 
25 
22 
15 
17 
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Fig. 3.2. Chromatografie met 
behulp van Bio-gel A-5m van 
corticale water-oplosbare 
crystallines, geïsoleerd uit 
bruine kerncataracteuze len-
zen. HM-u: hoogmoleculair τι-
crystalline, LM-a: laagmole-
culair α-crystalline. 
van de corticale en nucleaire extracten van zowel normale als cata-
racteuze lenzen tonen alle dezelfde piekverhouding tussen hoog- en 
laagmoleculair α-crystalline. Uit deze resultaten kan geconcludeerd 
worden dat de ontwikkeling van kerncataract niet gepaard gaat met 
een toename van hoogmoleculair oplosbaar eiwit, hetgeen wordt be­
vestigd door de resultaten van Liem-The (1975). 
Sedimentatiesnelheidsexperimenten werden uitgevoerd met top-
fracties, verkregen van de Sephadex G-200 en Bio-gel A-5m kolommen. 
De sedimentatiecoëfficiënten van de crystallines geïsoleerd uit de 
cortex verschillen niet of nauwelijks van die van de corresponde-
rende crystallines geïsoleerd uit de kern (tabel 3.III.). Hetzelfde 
wordt waargenomen wanneer de sedimentatiecoefficiënten van de crys-
tallines uit normale en cataracteuze lenzen worden vergeleken. 
Piekfracties afkomstig van de Sephadex G-200 kolom werden 
samengevoegd, gedialyseerd en gevriesdroogd en vervolgens door 
middel van isoelectrische focusering in aanwezigheid van 6 M ureum 
geanalyseerd (fig. 3.3.). Er werden slechts zeer kleine kwantita-
tieve verschillen in polypeptideketensamenstelling waargenomen tus-
sen de crystallines, geïsoleerd uit normale lenzen en de correspon-
derende crystallines uit cataracteuze lenzen. Er werd geen trend 
in deze verschillen in relatie tot het cataractstadium van de lens 
waargenomen. Het polypeptideketenpatroon van menselijk α-crystal­
line vertoont overeenkomst net runder α-crystalline, hetgeen in 
overeenstemming is met de resultaten van Spector, Stauffer en 
34 
80 O1 
''uJ e njmmer 
TABEL 3.III. Gemiddelde sedimentatiecoefficiënt en standaarddeviatie 
van menselijke lens crystallines geïsoleerd door fractionering met 
behulp van Sephadex G-200 of Bio-gel A-5m. 
Crystalline 
20,w 
α (hoogmoleculair) 
α (laagmoleculair) 
1' 
aantal 
bepalingen 
30-110 S 12 
19,5 + 0,9 S 16 
8,3 + 0,6 S 13 
5,2 ± 0,3 S 16 
3,6 ± 0,2 S 16 
2,2 ± 0,2 17 
afhankelijk van de keuze van de hoogmoleculaire a-crystalline-
fracties. 
/5, ß2 ß3 У 
kalf C N C N C N C N C N 
Fig. 3.3. Isoelectrische focusering in aanwezigheid van 6 M ureum 
van corticale en nucleaire water-oplosbare crystallines, gefractio-
neerd met behulp van Sephadex G-200. Er werd gebruik gemaakt van 
Ampholine in een pH gebied van 3,5 tot 10 (van boven naar beneden). 
α-Crystalline geïsoleerd uit runderlenzen wordt ter vergelijking 
getoond. C, cortex; N, nucleus. 
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Sigelman (1973), Dilley en Harding (1975) en Roy en Spector (1976). 
Er werden geen verschillen in ketensamenstelling waargenomen tussen 
hoogmoleculair en laagmoleculair «-crystalline. Een nadere karak­
terisering van de polypeptideketens van menselijk α-crystalline 
wordt beschreven in hoofdstuk 6 en 7. Menselijk g-crystalline is 
opgebouwd uit polypeptideketens met isoëlectrische punten tussen 
pH 5,5 en 7,5, hetgeen overeenkomt met de isoëlectrische punten van 
de ketens van runder 6-crystalline. Voor de γ-crystallines uit de 
menselijke lens worden isoëlectrische punten van pH 5,0 tot 7,0 ge-
vonden, terwijl de isoëlectrische punten van deze groep eiwitten 
uit de runderlens boven pH 7,0 liggen. Dit verschil is wellicht in 
overeenstemming met de waarneming van Croft (1973). Hij vindt in 
de laagmoleculaire eiwitfractie van cataracteuze lenzen vrijwel 
alleen een eiwit dat, op grond van peptidekaarten en aminozuurana-
lyses, grote overeenkomst vertoont met runder β -crystalline. Met 
behulp van immunochemische technieken, waarbij gebruik werd gemaakt 
van antiserum gericht tegen runderlenscrystallines, toonde Liem-The 
(1975) daarentegen in laagmoleculaire eiwitten van normale en cata­
racteuze menselijke lenzen zowel specifieke γ- als 3-crystalline 
determinanten aan. Dit betekent dat, wat betreft de isoëlectrische 
punten, de γ-crystallínes van de mens afwijken van die van andere 
zoogdieren. 
Een opmerkelijke eigenschap van alle crystallines van de men-
selijke lens is de aanwezigheid van kleine hoeveelheden zeer zure 
ketens, met een isoelectrisch punt beneden pH 5,0. Het is mogelijk 
dat deze ketens door deamidaties zijn ontstaan uit andere crystal-
line ketens zoals werd waargenomen bij runder α-crystalline (van 
Kleef, de Jong en Hoenders, 1975; van Kleef, Willems-Thijssen en 
Hoenders, 1976). Hierop wordt in hoofdstuk 7 nader ingegaan. 
De molecuulgewichten van de subeenheden van de crystallines, 
bepaald door middel van SDS gelelectroforese, zijn weergegeven in 
tabel 3.IV. De SDS gelpatronen van corresponderende corticale en de 
nucleaire crystallines zijn identiek, evenals de gelpatronen van de 
crystallines geïsoleerd uit normale en cataracteuze lenzen. Mense-
lijk a-crystalline bestaat vrijwel uitsluitend uit subeenheden met 
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TABEL 3.IV. Molecuulgewichten van de polypeptideketens van de oplos­
bare lens crystallines, bepaald door middel van SDS gelelectrofo-
rese. Waarden van ketens die in geringe hoeveelheden voorkomen 
staan tussen haakjes. 
α ß, R2 ß 3 Ύ 
28.000 28.000 28.000 
(23.000) (23.000) (23.000) 
22.000 
20.000 
18.000 18.000 18.000 18.000 (2 ketens) 
(10.000) 
molecuulgewichten van 20.000 en 22.000. Aangezien van Kleef et al. 
(1974, 1975) hebben aangetoond, dat in runder α-crystalline de hoe­
veelheid verkorte ketens toeneemt bij veroudering, is het zeer op­
merkelijk dat in α-crystalline geïsoleerd uit oude normale en cata-
racteuze lenzen nauwelijks verkorte ketens aanwezig zijn. Volgens 
Roy en Spector (1976a) bevat het hoogmoleculaire oplosbare eiwit, 
dat zij door middel van centrifugatie isoleren uit kernen van ca-
taracteuze lenzen, a-crystalline. Zij vinden echter, in tegenstel-
ling tot wat door ons wordt waargenomen, in dit eiwit ook componen-
ten van andere crystallines, evenals ketens met een molecuulgewicht 
van 11.000. De ketensamenstelling zou gelijk zijn aan die van het 
onoplosbare eiwit, hetgeen impliceert, dat het hoogmoleculaire ei-
wit een intermediair zou kunnen zijn bij de overgang van oplosbaar 
naar onoplosbaar eiwit. 
Electronenmicroscopische opnamen van ^-crystalline geïsoleerd 
door middel van gelfiltratie over Sephadex G-200 worden getoond in 
fig. 3.4. Dezelfde globulaire deeltjes (laagmoleculair α-crystal­
line) en grote onregelmatig gevormde aggregaten (hoogmoleculair 
α-crystalline) zoals gevonden bij het kalf (hoofdstuk 2), worden 
waargenomen bij menselijk α-crystalline. Corticaal en nucleair a-
crystalline geïsoleerd uit zowel normale als cataracteuze lenzen 
vertonen alle dezelfde structuren op de electronenmicroscopische 
foto's. 
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Fig. 3.4. Electronenmicroscopische opnamen van α-crystalline geïso-
leerd door middel van gelfiltratie op G-200. a-Crystalline van de 
kern van een bruine cataracteuze lens. 
3.2.3. Kwantiteiten van water-oplosbare(WS), ureum-oplosbare (US) 
en ureum-onoplosbare (UI) fracties. 
De gewichtspercentages (betrokken op het natgewicht van cortex 
en kern) van de WS, US en UI fracties van zowel normale als catarac-
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teuze lenzen zijn weergegeven in fig. 3.5. De figuur toont dat de 
%van het natgewicht 
2 8 -
16 
12 
• normaal 
D geel 
D bruin 
В donkerbruin 
I nigra 
WSC WSN USN UIC 
Fig. 3.5. Kwantiteiten van de corticale en nucleaire water-oplosbare, 
ureum-oplosbare en ureum-onoplosbare fracties van normale en kern-
cataracteuze lenzen. Het drooggewicht van de fracties is betrokken 
op het natgewicht van de cortex, respectievelijk de kern. WS, water­
oplosbaar; US, ureum-oplosbaar; UI, ureum-onoplosbaar; C, cortex; 
N, nucleus. 
kwantiteiten van de corticale fracties niet veranderen wanneer zich 
een kerncataract ontwikkelt. Daarentegen worden grote kwantitatieve 
veranderingen waargenomen in de kern tijdens de vorming van cata­
ract. Er vindt tijdens de cataractogenese een graduele afname van 
de hoeveelheid WS en US materiaal met daaraan gekoppelde toename 
van de hoeveelheid UI materiaal plaats. Aangezien het drooggewicht 
van de lens niet verandert tijdens de ontwikkeling van cataract, 
kan de toename van de UI fractie volledig worden toegeschreven aan 
het onoplosbaar worden van de WS en US fracties. Uit tabel 3.II. 
blijkt dat vooral γ-crystalline gevoelig is voor het proces van on­
oplosbaar worden. De mogelijkheid dat de relatieve afname van γ-
crystalline optreedt door oxidatie tot hoogmoleculaire oplosbare 
aggregaten, zoals gesuggereerd werd door Harding (1972b) is niet 
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waarschijnlijk. Bij cataract zouden dan γ-crystallineketens aanwezig 
moeten zijn in de oplosbare hoogmoleculaire crystallines, hetgeen 
door ons niet wordt waargenomen. 
Om na te gaan of de door ons geïsoleerde UI fracties, mogelijk 
isolatie artefacten zijn, ontstaan ten gevolge van oxidatie door 
luchtzuurstof, werden de volgende alternatieve isolatieprocedures 
uitgevoerd: 
a) gehele isolatieprocedure onder anaërobe condities (minder dan 
40 ppm 0 2 ) , 
b) homogenisatie van lenzen in 7 M ureum, 0,1 M Tris-HCl pH 7,3 
onder stikstof (maximaal 3 ppm 0 ). 
De kwantiteiten van de aldus verkregen UI fracties werden vergeleken 
met die van de UI fracties geïsoleerd volgens de standaardprocedure. 
Uit de resultaten van deze experimenten, die zijn weergegeven in 
tabel 3.V., blijkt dat met de beide procedures dezelfde hoeveelheid 
UI materiaal wordt geïsoleerd als met de standaardprocedure. Hier-
uit kan worden geconcludeerd dat de door ons geïsoleerde UI fracties 
geen isolatie artefacten zijn. 
De UI fracties blijken grotendeels op te lossen in een oplos-
sing van 7 M ureum, waaraan reductiemiddel is toegevoegd (zie tabel 
3.V.). Dit duidt erop dat de aanwezigheid van disulfide bruggen tus-
sen de ketens grotendeels verantwoordelijk is voor het onoplosbaar 
zijn van deze fracties. Aangezien wij in staat zijn onder anaërobe 
condities uit kerncataracteuze lenzen aanzienlijke hoeveelheden UI 
materiaal te isoleren, menen wij te moeten concluderen dat de be-
wering van Pirie (1968) en Harding (1972b) volgens welke de UI 
fractie grotendeels een artefact zou zijn, onjuist is. Volgens 
onze bevindingen gaat de ontwikkeling van kerncataract dus gepaard 
met de vorming van aanzienlijke hoeveelheden disulfide bruggen in 
de intacte lens, terwijl volgens Pirie en Harding de disulfide 
bruggen voornamelijk gevormd worden tijdens de extractie van de 
lenseiwitten onder aërobe omstandigheden. 
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TABEL 3.V. Kwantiteiten van de WS, US en UI fracties geïsoleerd vol-
gens verschillende procedures. 
Cataract groep Isolatie-
procedure 
Percen 
na 
WS 
14,1 
14,1 
14,2 
14,2 
-
-
-
itage van 
.tgewicht 
US 
11,9 
9,9 
9,7 
8,4 
-
-
-
het 
Dl 
6,3 
8,2 
9,2 
9,5 
4,4 
2,9 
1,3 
geel (totale lens) 
geel (totale lens) 
bruin (totale lens) 
bruin (totale lens) 
donkerbruin (cortex) 
donkerbruin (cortex) 
donkerbruin (cortex) 
standaard 
< 40 ppm 0 
standaard 
< 40 ppm 0 
standaard 
7 M ureum/N 
7 M ureum + 
reductiemiddel 
donkerbruin (kern) 
donkerbruin (kern) 
donkerbruin (kern) 
standaard 
7 M ureum/N 
7 M ureum + 
reduc t iemidde1 
21,4 
17,2 
3,3 
3.2.4. Gelelectroforese van ureum-oplosbare en ureum-onoplosbare 
fracties. 
De ureum-oplosbare fracties werden geanalyseerd door middel van 
isoëlectrische focusering. De corticale en nucleaire US fracties uit 
zowel normale als cataracteuze lenzen vertonen hetzelfde polypepti-
deketenpatroon (zie fig. 3.6.). Naast polypeptideketens die moge-
lijk afkomstig zijn van β- en γ-crystalline lijken de α-crystalline 
subeenheden duidelijk aanwezig te zijn. Bovendien zijn zeer zure 
ketens, die reeds in kleine hoeveelheden aangetoond zijn in de 
water-oplosbare crystallines duidelijker waarneembaar in de US 
fracties. 
De molecuulgewichten van de polypeptideketens van de US en UI 
fracties werden bepaald door middel van SDS-gelelectroforeses. De 
resultaten zijn weergegeven in tabel 3.VI. De gelen van de US en 
UI preparaten vertonen na kleuring brede banden en een intensief 
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Fig. 3.6. Isoëlectrische focusering in 
A aanwezigheid van 6 M ureum. (Ampholine 
pH 3,5 tot 10 van boven naar beneden). 
Α. Menselijk α-crystalline 
В. Ureum-oplosbare fractie, geïsoleerd 
•«e«Sj»ii uit de cortex van gele kerncatarac-
^" teuze lenzen. 
TABEL 3.VI. Molecuulgewichten van de polypeptideketens van de ureum-
oplosbare en ureum-onoplosbare fracties, bepaald door middel van 
SDS-gelelectroforese. Waarden van ketens die in geringe hoeveelheden 
voorkomen, staan tussen haakjes. 
USC USN UIC UIN 
normaal en normaal catarac- normaal en normaal catarac-
cataracteus teus cataracteus teus 
31.000 31.000 
(30.000) 
27.000 27.000 
19.000 
(10.000) 
Brede band 
!;2 
(30.000) (30.000) 30.000 
20.000 20.000 
(2 ketens) (2 ketens) 
19.000* 
18.000* 18.000* 18.000* 
gekleurde achtergrond. Bij alle preparaten is eiwit aanwezig, dat 
niet in de gel dringt. Niettemin werd waargenomen dat de gelpatronen 
van de corticale US en UI fracties geen veranderingen ondergaan, 
wanneer zich een kerncataract ontwikkelt. De ketensamenstelling van 
de kernpreparaten verandert daarentegen wel. De nucleaire US frac-
tie geïsoleerd uit normale lenzen is opgebouwd uit ketens met mole-
cuulgewichten van ongeveer 20.000 en een kwantitatief minder be-
langrijke keten met een molecuulgewicht van 30.000. Daarnaast zijn 
er ketens aanwezig met zeer lage molecuulgewichten. Hetzelfde wordt 
gevonden voor de corticale US fracties geïsoleerd uit normale en 
cataracteuze lenzen. Evenals de resultaten verkregen door middel 
van isoëlectrische focusering (fig. 3.6.) wijzen de SDS gelpatronen 
erop dat de US fractie voornamelijk is opgebouwd uit α-crystalline 
ketens. Het is mogelijk dat de keten met een molecuulgewicht van 
30.000 die is toegenomen in de nucleaire US fractie van cataracteuze 
lenzen, een ß-crystalline keten is. De corticale en nucleaire UI 
fracties van normale lenzen en de corticale UI fractie van catarac-
teuze lenzen zijn opgebouwd uit polypeptideketens met mclecuulge-
wichten van 27.000 en 31.000. Aangezien deze UI fracties de celmem-
branen bevatten (Broekhuyse, 1969) is het mogelijk dat de waargeno-
men polypeptideketens specifieke membraaneiwitten vertegenwoordigen. 
In de nucleaire UI fractie van cataracteuze lenzen zijn voornamelijk 
polypeptideketens aanwezig, die afkomstig zijn van onoplosbaar ge-
worden crystallines. Er worden in deze fractie ketens gevonden met 
molecuulgewichten van ongeveer 30.000, 19.000 en 10.000, waarvan 
de keten met een molecuulgewicht van 19.000 kwantitatief de belang-
rijkste is. De suggestie, dat vooral γ-crystalline aanwezig zou 
zijn in de UI fractie hetgeen geconcludeerd werd uit de relatief 
sterke afname van de oplosbare γ-crystallinefractie in de kern 
(zie tabel 3.II.), wordt ondersteund door de aanwezigheid van ke­
tens met molecuulgewichten van 19.000 en 10.000 (zie tabel 3.IV.). 
Ook door andere onderzoekers wordt gesuggereerd dat vooral γ-crys­
talline aanwezig is in de onoplosbare fractie van cataracteuze len­
zen (François, Rabaey en Stockmans, 1965; Croft, 1973). 
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3.2.5. Fosfolipide in de ureum-oplosbare en ureum-onoplosbare 
fracties. 
In fig. 3.7. zijn de lipidegehaltes (die een maat zijn voor 
de hoeveelheid membranen) van de US en UI fracties weergegeven. De 
Fosfolipide (mg/IOOmg) 
20 -i 
16-
12 
ia normaal 
D geel 
D bruin 
В donkerbruin 
Ш nigra 
_E2zQfl_ 
глі I И -
use USN uic UIN 
Fig. 3.7. Fosfolipidegehalte van de corticale en nucleaire ureum-
oplosbare en ureum-onoplosbare fracties van normale en kerncatarac-
teuze lenzen. Het fosfolipide gehalte gemerkt met » vertoont een 
sterke spreiding. Voor afkortingen wordt verwezen naar het onder­
schrift van fig. 3.5. 
relatieve hoeveelheid in de nucleaire UI fractie vertoont een ster­
ke daling bij de cataractogenese, hetgeen verklaard kan worden door 
de toename van deze fractie ten gevolge van het onoplosbaar worden 
van lenseiwitten. De absolute hoeveelheden fosfolipide van zowel 
normale als cataracteuze lenzen berekend uit de gegevens van fig. 
3.6. en 3.7., bedragen ongeveer 0,6 mg fosfolipide/100 mg cortex 
en 0,3 mg fosfolipide/100 mg kern. De waarden gevonden voor het 
fosfolipidegehalte van de corticale UI fractie van nigra lenzen 
vertonen een zodanig grote spreiding, dat deze niet in de bereke­
ningen werden betrokken. De fosfolipide concentraties die 
Broekhuyse (1973) bepaalde in normale lenzen komen overeen met de 
door ons bepaalde waarden. 
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3.2.6. Koolhydraten in de ureum-oplosbare en ureum-onoplosbare 
fracties 
De percentages koolhydraat aanwezig in de US en UI fracties 
zijn weergegeven in fig. 3.8. De UI fracties van normale lenzen en 
Koolhydraat (mg/IOOmg) 
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6 -
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2 -
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H donkerbruin 
• nigra 
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Fig. 3.8. Koolhydraatgehalte van de corticale en nucleaire ureum-
oplosbare en ureum-onoplosbare fracties van normale en cataracteuze 
lenzen. Koolhydraatgehaltes gemerkt met * vertonen een sterke 
spreiding. Voor afkortingen wordt verwezen naar het onderschrift 
van fig. 3.5. 
van de cortex van cataracteuze lenzen hebben een relatief hoog ge­
halte aan koolhydraten. Deze koolhydraten maken waarschijnlijk deel 
uit van de membranen. De afname van het koolhydraatgehalte in de 
nucleaire UI fracties bij cataract wijst erop dat de eiwitten die 
onoplosbaar worden weinig koolhydraten bevatten. 
De waarneming dat alle veranderingen een gradueel verloop te 
zien geven in lenzen met een toenemende kleur, ondersteunt de aan­
name dat deze lenzen opeenvolgende stadia in de ontwikkeling van 
kerncataract vertegenwoordigen. 
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HOOFDSTUK 4 
NIET-DISULKIDE "CROSS-LINKS" IN EIWIT VAN KERNXATARACTEUZE LENZEN 
Pirie (1968) toonde in kerncataracteuze lenzen met een donker-
bruine kern een eiwitfractie aan, die niet oploste in 6 M guanidine-
HC1, 50 rail dithiothreitol. Normale lenzen on kerncataracteuze len-
zen met een gele of bruine kern losten daarentegen onder dezelfde 
condities vrijwel volledig op. Uit deze waarnemingen concludeerde 
zij dat een deel van het eiwit uit lenzen met een donkerbruine kern 
"cross-links" bevat die geen disulfide bruggen zijn. Een directer 
bewijs werd geleverd door Buckingham (1971, 1972). Hij toonde in 
donkerbruine kerncataracteuze lenzen de aanwezigheid van aggregaten 
aan onder condities, waarbij eiwitten uit normale lenzen volledig 
dissociëren in polypeptideketens met een laag molecuulgewicht. Deze 
aggregaten werden uitsluitend aangetroffen in de cataracteuze lens-
kern. 
Cortex en kern van normale lenzen en van lenzen van kerncata-
racteuze groepen werden door ons systematisch onderzocht op de aan-
wezigheid van aggregaten die niet-disulfide "cross-links" bevatten. 
De resultaten van dit onderzoek worden hier beschreven. 
4.1. MATERIALEN EN Î1ETH0DEN 
4.1.1. Lenzen 
Normale lenzen werden verkregen uit het oogziekenhuis te 
Rotterdam. Kerncataracteuze lenzen, geclassificeerd in groepen met 
toenemende kleuring van de kern, waren afkomstig van de Augenklinik, 
Freie Universität, West-Berlin (zie ook Materialen en Methoden, 
hoofdstuk 3). 
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Α. 1.2. Isolatie van de lenseiwitten 
Normale lenzen en kerncataracteuze lenzen werden verdeeld in 
cortex en kern. De binnenste 30 tot 40% van het natgewicht van de 
lens werd beschouwd als de kern. 
De corticale en nucleaire lensdelen werden gedurende de nacht 
bij 40C geroerd met 6 M guanidine-HCl, 0,8% DTE (1 ml/100 mg natge­
wicht) in afgesloten buizen. Vervolgens werden de lipiden geëxtra-
heerd met 10 volumes methanol waarna het neergeslagen eiwit nogmaals 
werd geëxtraheerd met 2 χ 10 volumes chloroform/methanol (1:1 v / v ) . 
Het eiwit werd geïsoleerd door middel van centrifugatie en gedroogd 
onder vacuum. 
4.1.3. Reductie en aminoethylering 
Maximaal 100 mg eiwit werd gedurende de nacht geroerd met 7,5 
ml 0,2 II Tris-HCl, 6 M guanidine-HCl, 0,005 M EDTA pH 7,3. Vervol-
gens werd 0,1 ml 2-mercaptoëthanol toegevoegd. Na 1 uur werd 0,2 ml 
ethyleenimine toegevoegd. Twee uur later werd de reactie gestopt 
door toevoeging van 1 ml 2-mercaptoëthanol. Het reactiemengsel werd 
gedialyseerd en gevriesdroogd. 
4.1.4. Gelchromatografie 
Maximaal 100 mg van het gereduceerde en geaminoethyleerde eiwit 
werd gedurende de nacht geroerd in elutiebuffer (25 mg/ml). Vervol-
gens werd gedurende 5 min bij lOOOxg gecentrifugeerd. De supernatant 
werd gefractioneerd bij 4 С met behulp van een Bio-gel A-5m kolom 
(100 χ 2 cm), geëquilibreerd met 0,1 M Tris-HCl, 7 M ureum, 0,04% DTE 
(w/v) pH 7,3 of met dezelfde buffer waaraan bovendien 0,1% SDS (w/v) 
was toegevoegd. De elutiesnelheid bedroeg 0,13 ml/min en er werden 
fracties van 60 druppels (± 3 ml) opgevangen. De extinctie van het 
eluaat werd continu gemeten bij 278 nm met behulp van een Uvicord 
III absorptiemeter. 
De met Tris-HCl, ureum en DTE geëquilibreerde kolom werd geca-
libreerd met runderserumalbumine, ovalbumine, runder-a-crystalline 
en cytochroom c. Er werd een lineair verband waargenomen tussen de 
logarithmen van de molecuulgewichten en de distributiecoëfficiënten. 
47 
Α.1.5. Dodecylsulfaat gelelectrofórese 
SDS-gelelectrofórese werd uitgevoerd volgens de methode van 
Weber en Osborn (1969) in 5% acrylamide gelen. Sojaboon trypsine-
remmer (MG 21.500), runderserumalbumine (MG 68.000) en RKA-polymera-
se van E.coli (MG 165.000, 155.000, 39.000) werden gebruikt voor 
calibrering van de gelen. 
4.1.6. Ultracentrifugatie 
Sedimentatiesnelheidsexperimenten werden uitgevoerd zoals staat 
beschreven in hoofdstuk 2. De sedimentatiecoëfficiënten werden ge-
corrigeerd voor de temperatuur. 
4.1.7. Tryptische hydrolyse en fractionering van peptiden 
Tryptische hydrolyse en "peptide mapping'1 werd uitgevoerd zo-
als beschreven door van der Ouderaa et al. (1973). 
4.2. RESULTATEN EN DISCUSSIE 
De oplossingen van gereduceerd en geaminoëthyleerd corticaal 
en nucleair eiwit van normale en kerncataracteuze lenzen werden 
onderworpen aan chromatografie op Bio-gel A-5m in 0,1 M Tris-HCl, 
7 M ureum, 0,04% DTE (w/v), pH 7,3. De elutiepatronen worden ge-
tpond in fig. 4.1. Uit de patronen kan worden geconcludeerd dat ei-
witten, geïsoleerd uit normale lenzen, vrijwel volledig dissociëren 
tot ketens met een laag molecuulgewicht. Het elutievolume van deze 
ketens komt overeen met dat van de polypeptideketens van de water-
oplosbare eiwitten. In de kern van kerncataracteuze lenzen is 
echter eiwit aanwezig, dat niet dissocieert tot laagmoleculaire 
polypeptideketens en in het "void volume" van de kolom wordt ge-
elueerd. De aanwezigheid van deze aggregaten onder condities waar-
bij normale lenseiwitten volledig dissociëren wijst op het voorkomen 
van niet-disulfide covalente "cross-links". Figuur 4.1. toont dat 
de hoeveelheid van het eiwit dat bestand is tegen deze dissocierende 
condities toeneemt met toenemende kleuring van de lenskern. Ook in 
het elutiepatroon van de cortex van nigra lenzen wordt een piek in 
het "void volume" waargenomen. Dit kan worden verklaard door het 
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CORTEX NUCLEUS 
normaal 
20 40 60 ΘΟ 100 
О 20 40 60 ΘΟ 100 
fractie nummer 
Fig. 4.1. Gelchromatografie van gereduceerd en geaminoëthyleerd ei-
wit van cortex en nucleus van normale en kerncataracteuze lenzen. 
Fractionering met behulp van Bio-gel A-5m, geëquilibreerd met 0,1 M 
Tris-HCl, 7 M ureum, 0,04% DTE (w/v), pH 7,3. 
feit dat bij de verdeling van nigra lenzen in cortex en kern, de 
periferie van het donkergekleurde troebele lensdeel zich in de cor-
tex bevindt. 
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UItracentrifugatie toont dat het eiwit dat in het "void volume" 
van de kolom wordt geëlueerd zeer heterogeen is. Ruim de helft van 
dit eiwit vertoont sedimentatiecoefficiënten variërend van 5 tot 
10 S. Het overige materiaal sedimenteert aanzienlijk sneller. Het 
eiwit dat wordt geëlueerd in de topfractie van de tweede piek heeft 
een sedimentatiecoefficiënt van ongeveer 0,5 S. 
De waarneming dat de distributiecoëfficiënt van runderserumal-
bumine bij de kolomchromatografie 0,35 bedraagt wijst erop, dat het 
in het "void volume" geelueerde eiwit uit kemcataracteuze lenzen 
een aanzienlijk groter molecuulgewicht heeft dan 67.000. Buckingham 
fractioneerde de gereduceerde lenseiwitten afkomstig van kemcata-
racteuze lenzen op Bio-gel A-5m, geëquilibreerd met 6 tl guanidine-
HC1 of 0,1% SDS. Uit de distributiecoefficiënten berekende hij, dat 
het molecuulgewicht van het niet-gedissocieerde eiwit groter moet 
zijn dan 50.000 (Buckingham, 1972). 
De fractionering van de gereduceerde en geaminoëthyleerde lens-
eiwitten, zoals hierboven werd beschreven (zie ook fig. 4.I.), werd 
ook uitgevoerd in een buffer die behalve ureum ook 0,1% SDS bevatte. 
De aldus verkregen elutiepatronen waren gelijk aan die, welke ge-
toond worden in fig. 4.1. De waarneming dat de aggregaten ook aan-
wezig zijn in een ureum-oplossing waaraan SDS is toegevoegd, is 
een extra bewijs dat deze aggregaten bestaan uit polypeptideketens 
die door middel van niet-disulfide covalente bindingen met elkaar 
zijn verbonden. 
De in fig. 4.1. met balken aangegeven fracties, afkomstig van 
de kern van nigra lenzen werden samengevoegd, gedialyseerd en ge-
vriesdroogd en vervolgens geanalyseerd door middel van SDS-gelelec-
troforese in 5% Polyacrylamide gelen (Weber en Osborn, 1969). De 
resultaten worden getoond in fig. 4.2. In deze figuur is te zien 
dat het eiwit, dat wordt geëlueerd in het "void volume" van de kolom 
niet in de gel dringt, wat duidt op een molecuulgewicht groter dan 
200.000. 
Het gereduceerde en geaminoëthyleerde eiwit van normale en 
kemcataracteuze lenzen lost vrijwel volledig op in de ureum bevat-
tende elutiebuffer. Een aanzienlijk deel van het corticale en nucle-
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aire eiwit van nigra lenzen is echter onoplosbaar in deze buffer 
(respectievelijk 5 en 16 mg per 100 mg eiwit). Het is waarschijnlijk 
dat deze onoplosbare fracties bestaan uit eiwitaggregaten met zeer 
Fig. 4.2. SDS-gelelectrofórese van 
gereduceerd en geaminoethyleerd ei-
wit van nigra lenskernen, gefractio-
neerd met behulp van Bio-gel A-Sm, 
geëquilibreerd met 0,1 II Tris-HCl, 
7 M ureum, 0,04% DTE (w/v), pH 7,3. 
De samengevoegde eiwitfracties, die 
met balken zijn aangegeven onder het 
desbetreffende elutiepatroon in fig. 
4.1. werden geanalyseerd. De gelnum-
mers corresponderen met de nummers 
van de balken. De plaats in de gelen 
van referentie-polypeptideketens met 
molecuulgewichten van 160.000, 68.000 
en 21.500 is weergegeven. De acryl-
amide concentratie van de gelen was 
5%. 
Augusteyn (1974) suggereert dat het hoogmoleculaire eiwit, dat 
hij isoleerde met behulp van een Sephadex G-100 kolom (0,05 M Tris-
HCl, 7 M ureum, 0,01 M mercaptoëthanol, pH 8,5) is opgebouwd uit de 
zure subeenheden van α-crystalline. Wij vonden echter dat peptide-
kaarten van tryptische hydrolysaten van het niet-gedissocieerde op­
losbare eiwit vrijwel geen gelijkenis met de peptide-kaarten van 
zowel α-crystalline als van de geïsoleerde zure en basische subeen-
heden vertonen. 
De bruine kleur, aanwezig in de kern van de cataracteuze lenzen, 
wordt voornamelijk in het onoplosbare en het niet-gedissociëerde 
oplosbare eiwit teruggevonden. Er lijkt daarom een relatie te be-
staan tussen de vorming van de niet-disulfide "cross-links" en de 
pigmentatie in de cataracteuze lenskern. Ook de niet-tryptofaan 
fluorescentie die toeneemt bij de ontwikkeling van kerncataract 
(Pirie, 1968) is geassocieerd met het "cross-links" bevattende ei-
wit (Augusteyn, 1974, 1975; Dilley en Pirie, 1974). 
hoge molecuulgewichten. 
160.000 -*-
68.000 
21 .500 
1 2 3 
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HOOFDSTUK 5 
WAT IS DE AARD VAN DE EIWIT "CROSS-LINKS" IN DE CATARACTEL'ZE LENS-
KERN? 
In een aantal eiwitten van dierlijke oorsprong zijn niet-di-
sulfide "cross-links" geïdentificeerd. In een eerste poging de 
"cross-links", aanwezig in de eiwitten van de cataracteuze lens-
kern te identificeren werden de eiwitten onderzocht op de aanwe-
zigheid van enkele typen "cross-links" welke in de literatuur be-
schreven zijn en voorkomen in natieve eiwitten. 
5.1. "CROSS-LINKS" AANWEZIG IN NATIEVE EIWITTEN 
5.1.1. "Cross-links" in collageen en elastine 
Collageen en elastine, twee structurele eiwitten aanwezig in 
bindweefsel, zijn wel de bekendste eiwitten waarin niet-disulfide 
intermoleculaire covalente bindingen aanwezig zijn. 
De eerste stap in de vorming van deze bindingen is de oxida-
tieve deaminering van specifieke lysine of hydroxylysine residuen 
met behulp van het enzym lysyloxidase (Traub en Piez, 1971). De al-
dus gevormde aldehyde groep reageert vervolgens met de ε-aminogroep 
van een lysine of hydroxylysine residu onder vorming van een aldi-
mine binding (Schiffse base) (fig. 5.1.). Deze aldus gevormde la­
biele verbinding kan in vitro door milde reductie met behulp van 
NaBH, worden gestabiliseerd en vervolgens, na hydrolyse van het ei-
wit, worden geïsoleerd (Franzblau et al., 1965; Bailey en Peach, 
1968; Mechanic en Tanzer, 1970; Tanzer en Mechanic·, 1970). Wanneer 
de Schiffse base wordt gevormd uit hydroxyallysine en lysine of 
hydroxy lysine kan deze binding -in vivo via een Amadori omlegging 
overgaan in een meer stabiele ketostructuur (fig. 5.2.; Robins en 
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Bailey, 1975). 
'2 2 ' — — C H ^ 2 -У-СП- СН- СН СН- NH + 0 = СН СН С Н г — с н — ζ 
)»— СН- СН- СН СИ- N = C H СН СН- СН <^  (I) 
1' ЫаВН, ч 
СН-— с и - СН СН- N H — с н ^ — СН СН- СН -
Fig. 5.1. Biosynthese van dehydrolysinonorleucine en zijn hydroxyl-
derivaten (I). R , R = H of OH. 
R OH 
>—СН- -СН- СН-—OH- N:=CH СН C H r — С Н ^ — < 
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Ainadori n 
ι ^ Il 
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ЫаВН 
R X. ОН \ 1 ^ 1 / 
^ - с н ^ — с н ^ — сн СН^ N H — с н ^ — с н — с н ^ — с н ^ 
Fig. 5.2. Biosynthese van lysino-5-keto-norleucine en hydroxylysino-
5-keto-norleucine (II). R = H of OH. 
Behalve de reactie van allysine met lysine, waarbij een Schiff-
se base wordt gevormd, kan allysine ook reageren met een tweede al­
lysine residu, waardoor een aldol wordt gevormd (fig. 5.3.; Lent et 
al., 1969). Naast de hierboven genoemde "cross-links" werden in col­
lageen en elastine nog andere, van lysine afgeleide, reduceerbare 
"cross-links" met een meer complexe structuur aangetoond: aldol-his-
tidine, hydroxymerodesmosine en histidinehydroxymerodesmos ine (fig. 
5.4.). Aldol-histidine wordt gevormd door additie van histidine aan 
de α,β-onverzadigde dubbele binding van het allysine-aldol conden-
satieproduct. (Fairweather, Tänzer en Gallop, 1972). Hydroxymerodes-
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Fig. 5.3. Biosynthese van allysine-aldol (III). 
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Fig. 5.4. Structuur van aldolhistidine (IV), hydroxymerodesmosine 
(V) en histidinohydroxymerodesmosine (VI). 
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mosine wordt beschouwd als een intermediair in de vorming van his-
tidinohydroxymerodesmosine. Ilydroxymerodesmosine ontstaat door re-
actie van de t:-aminogroep van hydroxy lysine met de aldehyde groep 
van het allysine-aldol condensatieproduct (Tänzer et al., 1973). 
Robins en Bailey(1973) veronderstellen dat de additie van histidine 
aan het aldol niet optreedt onder fysiologische condities, maar 
plaatsvindt tijdens de reductie met NaBH . Er werden in elastine 
bovendien reduceerbare "cross-links" aangetoond die niet in colla-
geen voorkomen. Deze "cross-links'1, desmosine en isodesmosine, be-
vatten een pyridine ring en zijn ontstaan door condensatie van drie 
allysine residuen en een lysine residu (Gallop et al., 1972). Voor 
meer gegevens over de reduceerbare "cross-links" in collageen en 
elastine wordt verwezen naar Traub en Piez, 1971; Gallop et al., 
1972; Bailey et al., 197Д en Hall, 1976. 
5.1.2. "Cross-links" aanwezig in eiwit van het exoskelet van insec­
ten en schaaldieren 
Twee hoofdtypen "cross-links'1 komen voor in eiwit, aanwezig 
in het exoskelet van insecten en schaaldieren. "Cross-links" tussen 
chinonen en vrije aminozuren en "cross-links" tussen fenolen (bi-
fenolen). 
Andersen (1963) toonde na zure hydrolyse van resiline de aan­
wezigheid van twee ongewone aminozuren aan, die hij later identifi­
ceerde als dityrosine en trityrosine (Andersen, 1964). Recent toon­
den Welinder et al. (1976) de aanwezigheid van di- en trityrosine 
in structureel eiwit afkomstig van het rugschild van kreeften aan. 
Beide componenten vertonen een blauwe fluorescentie bij bestraling 
met U.V. licht. 
Een andere oxidatieve modificatie van tyrosine resulteert in 
de vorming van chinonen, die vervolgens reageren met voornamelijk 
vrije aminogroepen van de structurele eiwitten, waardoor "cross­
links" worden gevormd. Eiwitten waarin deze "cross-links" aanwezig 
zijn, zijn donker gekleurd (Karlson en Sekeris, 1962). Chinonen 
kunnen ook reacties aangaan met imino-, thiol- en vrije heterocy-
clische groepen. N-acetyldopamine, dat uit tyrosine wordt gevormd, 
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kan in de ß-positie van de alifatisc-lu· Keten worden geoxideerd. Er 
worden dan via dit ß-koolsLofatoom "cross-links" gevormd, die niet 
gekleurd zijn (Andersen, 1971). 
In o.a. de cocon van de zijderups zijn "cross-links" aanwezig 
die worden gevormd uit een derivaat van tryptofaan, 3-hydroxyanthra-
nylzuur (Brunet, 1967). 
5.1.3. Lipide peroxidatie 
Lipide peroxidatie, een reactie die in vivo plaats vindt, leidt 
tot beschadiging van celcomponenten en wordt beschouwd als een cel-
lulair mechanisme dat optreedt bij veroudering (Barber en Bernheim, 
1967). Peroxidatie is de reactie van zuurstof met polyonverzadigde 
lipiden, waarbij vrije radicalen worden gevormd. Deze vrije radica-
len veroorzaken schade aan allerlei cellulaire bestanddelen (Tappel, 
1973). 
Hodelexperimenten tonen aan dat eiwitten die worden blootge-
steld aan lipide peroxidatie "cross-link" reacties ondergaan waar-
bij fluorescerende, geel gekleurde polymeren ontstaan (Roubal en 
Tappel, 1966a; Chio en Tappel, 1969b; Zirlin en Karel, 1969; Tappel, 
1973). Ilalonaldehyde, gevormd tijdens peroxidatie van lipiden, is 
waarschijnlijk de component die verantwoordelijk is voor het ont-
staan van inter- en intramoleculaire "cross-links" in eiwitten. De 
fluorescerende "cross-link" die wordt gevormd tussen 2 e-aminogroe-
pen van lysine residuen en malonaldehyde heeft een amino-iminopro-
peen structuur (Chio en Tappel, 1969a, 1969b). Naast lysine onder-
gaan methionine, histidine en cystine ook veranderingen tijdens 
lipide peroxidatie (Roubal en Tappel, 1966b). 
5.1.4. Isopeptidc "cross-link" 
De isopeptidc "cross-link" is een peptidebinding tussen de e-
aminogroep van lysine en de ¡3- of γ-carboxylgroep van respectieve­
lijk asparaginezuur- en glutaminezuur-residuen. De e_(Y-glutamyl)ly­
sine—"cross-link" is aangetoond in eiwit afkomstig van de merglaag 
van haar (harding en Rogers, 1971, 1972, 1976) en in gepolymeriseerd 
fibrine (Pisano, Finlayson en Peyton, 1969). In het bloedstollings-
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systeem bleek een transamidase (factor XIII) de polymerisatie van 
het fibrine te katalyseren. 
5.2. MATERIALEN EN IIEÏHODEN 
5.2.1. Isolatie van onoplosbaar en hoogmoleculair oplosbaar eiwit 
uit de cataracteuze lenskern 
De onoplosbare en hoogmoleculaire oplosbare eiwitten afkomstig 
van de nucleus van kerncataracteuze lenzen werden geïsoleerd zoals 
staat beschreven in hoofdstuk 4. Onder hoogmoleculair oplosbaar, ei-
wit wordt hier die eiwitfractie verstaan die geëlueerd wordt in het 
"void volume" van de Bio-gel A-5m kolom, geëquilibreerd met 0,1 II 
Tris-HCl, 7 II ureum, 0,04% DTE (w/v) pH 7,3. Het onoplosbare eiwit 
is dat deel van het gereduceerde en geaminoëthyleerde lenseiwit dat 
niet oplost in de elutiebuffer van deze kolom. Deze eiwitfractie 
werd geïsoleerd door centrifugatie gedurende 5 min bij lOOOxg. 
3 . . 
5.2.2. Reductie met NaB H. en lonenwisselaarchromatografie 
Elastine (Sigma Chemical Co., St. Louis, Ilo., USA), collageen 
(runder Achillespees, Serva) en de gevriesdroogde eiwitfracties, 
geïsoleerd uit de kern van donkerbruine lenzen, werden gereduceerd 
3 
met NaB H,, volgens de methode van Fujii, Corcoran en Tänzer (1975) 4 
met enkele modificaties. De eiwitten werden gesuspendeerd in 500 
volumina (v/w) 0,056 II kaliumfosfaatbuffer (pH 7,6) en gedurende 
24 uur geroerd bij kamertemperatuur. Vervolgens werden de monsters 
3 
gereduceerd door toevoeging van 3,75 mC NaB H (50 mC/mmol) per 10 
. . 3 
mg eiwit. Het NaB H, werd, vlak voordat het werd toegevoegd, opge-4 
lost in 0,001 К NaOH (62,5 mC/ml). Na 3 uur roeren bij kamertempera­
tuur werd de reactie gestopt door de pH op 4,0 te brengen met behulp 
van 5 11 azijnzuur. Vervolgens werden de monsters gedialyseerd tegen 
water en gevriesdroogd. 
De getritiëerde eiwitmonsters werden gehydrolyseerd in 6 N HCl 
gedurende 22 uur bij 110 С De hydrolysaten werden daarna gedroogd 
onder vacuum boven vast NaOH, opgelost in 0,1 N HCl (+ 700.000 
cpm/nl) en gefractioneerd met behulp van een Bio-Rad Aminex A-5 
kolom bij 50 C. [ Cj lysine en [ CJserine werden als interne s tan-
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daarden aan de nonsters toegevoegd. De kolom (0,4 χ 20 cm) werd ge-
equilibreerd met 0,037 II pyridine-acetaat pH 2,45. Er werd 300 yl 
van het monster opgebracht, waarna fractionermg plaats vond met 
behulp van een lineaire gradient van 0,037 M pyndme-acetaat pH 
2,45 tot 0,150 M pyridine-acetaat pH 4,50 (2 χ 100 ml), waarna de 
elutie werd voortgezet met 70 ml van de emdbuffer. Tenslotte werd 
de kolom nagespeeld met 2 II pyridine-acetaat pH 5,00. De elutiesnel-
heid bedroeg 15 ml/uur en er werden fracties van 1,5 ml opgevangen. 
De fracties werden gemengd met 5 ml Aquasol, waarna de radioactivi­
teit werd gemeten in een Packard Tri-carb model 2450 scmtillatie-
teller. De kolom werd gecalibreerd met de tritium-gemerkte "cross­
link" standaarden dihydroxylysmonorleucme, hydroxylysmonorleucme, 
lysinonorleucine en aldolhistidme. Deze werden welwillend ter be­
schikking gesteld door Dr. Τ Housley, University of Connecticut. 
5.2.3. Papierchromatografie van hydrolysaten van eiwit van de cata-
racteuze lenskern 
Dalende papierchromatogralie van hydrolysaten van lenseiwitten 
werd uitgevoerd zoals beschreven door Andersen (1963) teneinde de 
eventuele aanwezigheid van dl- en trityrosme "cross-links" in de 
lenseiwitten te detecteren. De oplosbare hoogmoleculaire en onoplos­
bare eiwitfracties van cataracteuze lenskernen werden na hydrolyse 
in 6 N HCl gefractioneerd op Whatman ho 1 papier met als loopvloei-
stof isopropanol-amnoniak-water (8:1:1, v/v/v). Na 16 uur werd het 
papier gedroogd en werd vervolgens in dezelfde dimensie een fractio-
nermg uitgevoerd waarbij als loopvloeistof n-butanol-azijnzuur-wa-
ter (4:1:1, v/v/v) werd gebruikt. Di- en trityrosme worden bij be­
straling met U.V. licht als fluorescerende vlekken waargenomen met 
Rf-waarden van respectievelijk 0,18 en 0,05. 
5.2.4. Cyanoethylering van vrije ammogroepen 
Cyanoethylenng van vrije ammogroepen werd uitgevoerd volgens 
de methode van Pisano et al. (1969). Voordat de reactie met acryl-
nitril werd uitgevoerd, werd het eiwit enzymatisch gehydrolyseerd 
met trypsine en chymotryasme.Dit had tot doel het eiwit oplosbaar 
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te maken en eventueel verborgen lysine residuen toegankelijk te 
maken voor cyanoëthylering. Tryptische en chymotryptische vertering 
werd uitgevoerd in 0,1 M ammonium-bicarbonaat pil 8,9 bij een eiwit-
concentratie van 5 mg/ml. Na toevoeging van trypsine (4% w/w) werd 
. . o *» 
bij 37 С gedurende 24 uur geincubeerd. Vervolgens werd chymotryp-
sine toegevoegd (1% w/w) en gedurende 25 uur geïncubeerd bij dezelf-
de temperatuur. Na vriesdrogen werd 1 mg van elk monster opgelost 
in 0,5 ml 3% triëthylamine (v/v) waarna 0,2 respectievelijk 0,4 ml 
acrylnitril werd toegevoegd. Na incubatie in dichtgesmolten buisjes 
gedurende 10 dagen bij 37 С werden de monsters verwarmd tot 50 С 
en gedroogd met behulp van een stikstof stroom. Het residu werd in 
6 N HCl gehydrolyseerd gedurende 22 uur bij 110 С en daarna gedroogd 
onder vacuum boven vast NaOH. De monsters werden na derivatisering 
tot N-heptafluorboterzuurisobutylesters geanalyseerd door middel 
van gaschromatografie zoals beschreven door MacKenzie en Tenaschuk 
(1974). 
5.2.5. Twee-dimensionale fractionering van lenseiwithydrolysaten 
Na hydrolyse in 6 N HCl werden de hydrolysaten van het oplos­
bare hoogmoleculaire en onoplosbare eiwit van cataracteuze lens-
kernen twee-dimensionaal gefractioneerd op Whatman 3Î1H papier. 
Scheiding in de eerste dimensie vond plaats door middel van hoogspan-
ningselectroforese in azijnzuur-mierezuur-water (4:1:45, v/v/v; pH 
1,9) bij een spanning van 20 V/cm. De chromatografische scheiding in 
de tweede dimensie werd uitgevoerd in ethanol-tert. butanol-miere-
zuur-water (12:4:1:3, v/v/v/v). Na drogen werd gekleurd met een op-
lossing van 0,2% ninhydrine in aceton waaraan 1% azijnzuur was toe-
gevoegd. 
5.3. RESULTATEN EN DISCUSSIE 
5.3.1. Reduceerbare "crosii-links" 
De lenseiwitten geïsoleerd uit de kern van kerncataracteuze 
lenzen werden allereerst onderzocht op de aanwezigheid van reduceer-
bare "cross-links" analoog aan die, welke voorkomen in collageen 
en elastine. Hiertoe werd het onoplosbare eiwit en het hoogmolecu-
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laire oplosbare eiwit, dat geïsoleerd werd uit de kern van donker-
bruine lenzen zoals staat beschreven in hoofdstuk 4, gereduceerd 
3 
met NaB H . De elutiepatronen verkregen na fractionering van de 
hydrolysaten van deze gereduceerde eiwitten over een Aminex A-5 
kolom worden getoond in fig. 5.5. De plaatsen waar serine, histidi-
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Fig. 5.5. Elutiepatronen van de radioactieve componenten aanwezig 
in hydrolysaten van gereduceerde eiwitten geïsoleerd uit donkerbrui-
ne kerncataracteuze lenzen. De fractionering werd uitgevoerd op een 
Aminex A-5 kolom. De plaatsen van de "сгозз-ііпк^-зtandaarden in de 
elutiepatronen zijn door middel van pijlen aangegeven: 1, dihydroxy-
lysinonorleucine; 2, aldolhistidine ; 3, hydroxylysinonorleucine ; 
4, lysinonorleucine. 
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ne, lysine en arginine evenals de "cross-link"-bLandaarden lysino-
norleucine, hydroxylysinonorleucine, dihydroxylysinonorleucine en 
aldolhistidine van de kolom worden geëlueerd, zijn in deze figuur 
met pijlen weergegeven. Zoals in de figuur is Le zien, bevinden 
zich in de lenseiwitten reduceerbare componenLen die in hetzelfde 
gebied van de kolom worden geëlueerd als de ' го^ь-Ііпк"-ьLandaar­
den. Wanneer hydrolysaten van gereduceerde elastine en collageen 
worden gefractioneerd over deze kolom, worden o.a. reduceerbare 
componenten aangetroffen in de fracties 110 L/n ІЗО. in dezelfde 
fracties worden reduceerbare componenten aangctroLfon wanneer de 
lenseiwithydrolysaten over de kolom worden gefractioneerd (zie fig. 
5.5.). De resultaten van deze experimenten sluiten de afwezigheid 
van "cross-links", analoog aan die welke worden aangetroffen in 
collageen en elastine, in de eiwitten van kerncataracteuze lenzen 
niet uit. 
In het elutiepatroon van de hoogmoleculaire oplosbare lensei­
witten bevinden zich twee relatief grote pieken rond fractie 50 
(zie fig. 5.5.), die niet worden waargenomen in de elutiepatronen 
van hydrolysaten van gereduceerd collageen en elastine. Interessant 
is de bevinding dat deze pieken ook werden waargenomen in het elu­
tiepatroon van gereduceerd en gehydrolyseerd runder-a-crystalline. 
Het lijkt daarom niet waarschijnlijk dat deze pieken "cross-links" 
vertegenwoordigen. 
5.3.2. Di- en trityrosine 
De oplosbare hoogmoleculaire en onoplosbare eiwitten van de 
cataracteuze kern van nigra lenzen werden onderzocht op de aanwezig­
heid van di- en trityrosine. De hydrolysaten werden daartoe onder­
worpen aan dalende papierchromatografie zoals beschreven door 
Andersen (1966). In dit chromatografisch systeem worden di- en tri­
tyrosine waargenomen als helder blauw fluorescerende vlekken met 
Rf-waarden van respectievelijk 0,18 en 0,05. De chromatogrammen van 
de lenseiwithydrolysaten vertoonden echter 3 tot 5 fluorescerende 
vlekken die alle een Rf-waarde groter dan 0,6 bezaten. Er werden 
geen aanwijzingen gevonden voor het bestaan van di- en trityrosine 
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"cross-links" in de lenseiwitten van de cataracteuze lenskern. 
5.3.3. Isopeptiden 
Isopeptide "cross-links" in eiwitten kunnen worden aangetoond 
door middel van een reactie met acrylnitril (Pisano et al., 1969). 
Wanneer acrylnitril reageert met een vrije aminogroep van een ami-
nozuur residu wordt een zuur-stabiele binding gevormd. Zure hydro-
lyse zet het aldus gevormde cyanoëthylaminozuur om in het corres-
ponderende carboxyethylderivaat. N-terminaal lysine wordt op deze 
manier omgezet in dicarboxyethyllysine, terwijl C-terminaal lysine 
en lysine dat zich in de polypeptideketen bevindt, wordt omgezet 
in carboxyethyllysine. Wanneer een lysine residu echter is betrok-
ken bij een isopeptide binding en zich niet in de N-terminale po-
sitie bevindt, wordt dit residu na behandeling met acrylnitril en 
zure hydrolyse teruggevonden als vrij lysine. Het aantal aldus ge-
vonden vrije lysine residuen is gelijk aan het aantal isopeptide 
"cross-links". Belangrijk bij deze methode voor de detectie van 
isopeptide bindingen is, dat de aanwezige vrije aminogroepen kwan-
titatief reageren met acrylnitril. 
Na reactie met acrylnitril was zowel in het hoogmoleculaire 
oplosbare als in het onoplosbare eiwit door middel van gaschromato-
grafische analyse geen lysine meer aantoonbaar. Deze resultaten 
wijzen erop dat in de onderzochte eiwitten geen isopeptide "cross-
links" aanwezig zijn. 
5.3.4. Nieuwe componenten in eiwit van de cataracteuze lenskern 
Na zure hydrolyse van onoplosbaar en hoogmoleculair oplosbaar 
eiwit, geïsoleerd uit de kern van nigra lenzen, werden de aminozu-
ren twee-dimensionaal gescheiden. Na deze scheiding werden in beide 
eiwitfracties behalve de aminozuren die normaal in eiwitten voor-
komen, 3 vlekken waargenomen, die bij bestraling met U.V. licht 
(366 nm) een intense groene of blauwe fluorescentie vertoonden. 
Eén van deze vlekken was bovendien ninhydrine positief (zie fig. 
5.6.). Kleuring op tyrosine met behulp van α-nitroso-ß-naphtol was 
voor alle nieuwe componenten negatief. 
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Fig. 5.6. Twee-dimensionale fractionering van een hydrolysaat van 
hoogmoleculair oplosbaar eiwit geïsoleerd uit de kern van nigra 
lenzen. Hoogspanningselectroforese werd uitgevoerd bij 20 V/cm ge-
durende 165 min gevolgd door stijgende chromatografie gedurende 22 
uur in ethanol-tert. butanol-mierezuur-water (volumeverhouding 
12:4:1:3). De aminozuren werden gekleurd met ninhydrine. Fluoresce-
rende vlekken zijn met een pijl aangegeven. De gearceerde vlek was 
ninhydrine positief. 
Ook in hydrolysaten van het eiwit dat in ureum volledig disso-
cieert tot laagmoleculaire subeenheden werden deze componenten aan-
getroffen. In het eiwit geïsoleerd uit de normale lenskern zijn 
deze fluorescerende vlekken echter in veel kleinere hoeveelheden 
aanwezig. 
Componenten in de hydrolysaten van het onoplosbare en hoogmo-
leculaire oplosbare eiwit uit de cataracteuze lenskern werden na 
derivatisering tot vluchtige N-heptafluorboterzuurisobutylesters 
ook geanalyseerd door middel van gaschromatografie. Er werden een 
aantal componenten waargenomen die niet als aminozuurderivaten 
konden worden geïdentificeerd (fig. 5.7.). Ten dele waren het com-
ponenten die ook bij controle experimenten werden aangetroffen. 
Pogingen tot identificatie van een aantal van de onbekende componen-
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Arg Lys Asp Leu Thr Gly 
I I I — I — I I I I I — I — I I I — I — I — I — I — I — I — I — I — I 
254 238 222 206 190 174 15Θ 142 126 110 94 
Fig. 5.7. Gaschromatogram van de N-heptafluorboterzuurisobutylesters 
van de componenten in een hydrolysaat van hoogmoleculair oplosbaar 
eiwit geïsoleerd uit cataracteuze lenskernen. Derivatisering en gas-
chromatografie werd uitgevoerd zoals beschreven door McKenzie en 
Tenaschuk (1974). De componenten die na His op het chromatogram ver-
schijnen werden ook aangetroffen in het chromatogram van de reagen-
tia-blanco. De componenten die in het chromatogram vóór Ala en na 
Ile verschijnen werden ook aangetroffen in het hydrolysaat van 
runder-a-crystalline. De met een pijl aangegeven component werd 
uitsluitend aangetroffen in hydrolysaten van het onoplosbare en 
hoogmoleculaire oplosbare eiwit van de cataracteuze lenskern. 
ten door middel van gecombineerde gaschromatografie-massaspectro-
metrie werden tot nu toe niet met succes bekroond. 
Vermeldenswaardig is in dit verband de bevinding van Dillon, 
Spector en Nakanishi (1975). Zij isoleerden, na alkalische hydrolyse 
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van de water-onoplosbare eiwitfractie van cataracteuze lenzen, een 
geel fluorescerende labiele component die uiteenviel in 2 blauw 
fluorescerende componenten. Deze fluorescerende componenten identi-
ficeerden zij als derivaten van ß-carboline. Spector, Roy en 
Stauffer (1975) vonden deze fluorescerende componenten uitsluitend 
in een polypeptideketen met een molecuulgewicht van 43.000, die zij 
isoleerden zowel uit cataracteuze lenzen als uit oude normale len-
zen. In zeer jonge normale lenzen werd deze keten niet aangetoond. 
Er werd gesuggereerd dat ß-carboline-derivaten mogelijk fungeren 
als "cross-links" tussen twee polypeptideketens waardoor een keten 
met een molecuulgewicht van 43.000 zou worden gevormd (Dillon et al., 
1975). 
5.3.5. Slotopmerking 
De resultaten, die werden verkregen uit het hier beschreven on-
derzoek, laten nog geen definitieve conclusie toe over de aard van 
de "cross-links" aanwezig in de eiwitten van de cataracteuze lens-
kern. Een nader onderzoek met als doel de structuur van de "cross-
links" op te helderen, dient te worden uitgevoerd. 
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HOOFDSTUK 6 
DE POLYPEPTIDE KETENS VAN MENSELIJK α-CRYSTALLINE 
De polypeptideketensamenstelling van menselijk u-crystalline 
vertoont duidelijke overeenkomst met die van runder a-crystalline 
(Spector, Stauffer en Sigelman, 1973; Dilley en Harding, 1975; 
Liem-The, 1975; Roy en Spector, 1976; hoofdstuk 3 van dit proef­
schrift). Uit de resultaten van hoofdstuk 3 blijkt, dat de ketensa-
menstelling van menselijk (ï-crystalline uit de cortex en de kern 
gelijk is. Een opvallende eigenschap van alle menselijke crystal-
lines is de aanwezigheid van zeer zure ketens. Deze zure ketens 
zijn in aanzienlijke hoeveelheden aanwezig in de ureum-oplosbare 
fracties (zie hoofdstuk 3 van dit proefschrift; Liem-The, 1975). 
In dit hoofdstuk wordt het onderzoek beschreven dat tot doel 
had na te gaan of de polypeptideketen-heterogeniteit van menselijk 
α-crystalline, evenals bij runder-a-crystalline wordt veroorzaakt 
door degradatie- en deamidatieprocessen. 
6.1. IIATERIALEN EN METHODEN 
α-Crystalline en de ureum-oplosbare fractie waren afkomstig 
van seniele cataracteuze lenzen van personen in de leeftijdsgroep 
van 60 tot 80 jaar. Isolatie van α-crystalline en de ureum-oplosbare 
fractie, isoëlectrische focusering en SDS-gelelectroforese werden 
uitgevoerd zoals staat beschreven in hoofdstuk 3 van dit proef-
schrift. 
Twee-dimensionale electroforese van a_crystalline werd uitge-
voerd door middel van isoëlectrische focusering in de eerste dimen-
sie en SDS-gelelectroforese in de tweede dimensie. Na isoëlectrische 
focusering in aanwezigheid van 6 M ureum van 200 vig α-crystalline 
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werd de cylindervormige gel geweekt in 62,5 nil Tris-HCl, 2% SDS (w/v), 
0,04% DTE (w/v), pH 6,8 gedurende 30 min bij kamertemperatuur en 
daarna 15 min bij 60 С. Vervolgens werd overlangs een reep van 3 mm 
dikte uit de gel gesneden, waarna deze bovenop een "slabgel" (19 χ 
19 χ 0,3 cm) geplaatst werd, waarna electroforese in de tweede dimen­
sie volgde. Deze electroforese werd uitgevoerd volgens Laemmli (1970) 
in een Dual slabophor electroforese apparaat (Pleuger, België). De 
gel werd gekleurd en ontkleurd volgens de methode van Weber en 
Osborn (1969). 
De polypeptïdeketens werden geïsoleerd door middel van fractio-
nering over DEAE- en CM-cellulose (Whatman). DEAE-cellulose (DE-52) 
werd geëquilibreerd met 5 mil Tris-HCl buffer pH 8,0, 7 M ureum en 
0,02% dithioërythreitol. Na stapeling van de kolom (20 χ 1,5 cm) 
werd ongeveer 150 mg eiwit, opgelost in 50 ml startbuffer, opge­
bracht. De scheiding van de ketens werd uitgevoerd bij 4 С met een 
lineaire gradiënt (2 χ 400 ml) van 5 tot 80 mil Tris-HCl pH 8,0 in 
7 11 ureum en 0,02% dithioërythreitol. De elutiesnelheid bedroeg 19,2 
ml/uur en er werden fracties van 3,2 ml opgevangen. De fractionering 
over CM-cellulose (C11-52) werd op dezelfde wijze uitgevoerd met een 
lineaire gradient (2 χ 300 ml) van 0,04 tot 0,15 tl natriumacetaat-
azijnzuurbuffer pH 5,0 in 7 M ureum en 0,02% dithioërythreitol. Ge-
selecteerde fracties werden samengevoegd, gedialyseerd tegen water, 
gevriesdroogd en bewaard bij -20 C. 
Aminoëthylering, tryptische hydrolyse, "peptide mapping" en 
aminozuuranalyses werden uitgevoerd zoals eerder beschreven door van 
der Ouderaa et al. (1973). Volledige enzymatische hydrolyse van pep-
tiden werd verkregen door toevoeging van 0,04 mg aminopeptidase 11 
(Rohm en Haas) aan een oplossing van ongeveer 100 nmol peptide in 
100 μΐ 0,1 M fosfaat pH 7,6. Na incubatie gedurende 24 uur bij 37 С 
werd het mengsel verdund met 900 pi natriumcitraatbuffer pH 2,2 en 
direct gebruikt voor aminozuuranalyse. 
6.2. RESULTATEN 
Isoëlectrische focusering in aanwezigheid van 6 M ureum levert 
identieke polypeptideketenpatronen op voor α-crystalline afkomstig 
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van de G-200 kolom en de 2 a-crystalline fracties afkomstig van de 
Bio-gel A-5m kolom (fig. 6.1.)· Op deze gelen is te zien dat mense-
Fig. 6.1. Isoëlectrische focusering 
in aanwezigheid van 6 M ureum van 
runder- en menselijk α-crystalline 
(Ampholine pH 3,5-10 van boven naar 
beneden). (A) α-crystalline geïso-
leerd uit kalfslenzen; (B) laagmo-
leculair α-crystalline geïsoleerd 
uit menselijke cataracteuze lenzen 
met behulp van Bio-gel A-5m; (C) 
hoogmoleculair α-crystalline geïso-
leerd met behulp van Bio-gel A-5m; 
(D) α-crystalline geïsoleerd met be-
hulp van Sephadex G-200. 
lijk α-crystalline o.a. is opgebouwd uit ketens met hetzelfde iso­
ëlectrische punt als de A - en В -ketens van runder-a-crystalline. 
De Jong et al. (1975) vonden dat de aminozuurvolgorde van de men­
selijke A -keten slechts in 11 aminozuurresiduen (6,4Z) verschilt 
van de runder-A -keten. Het verschil tussen de primaire structuur 
van de menselijke В -keten en die van het rund bedraagt slechts 
1,7% (zie hoofdstuk 7). Daarnaast zijn er in menselijk α-crystalline 
drie andere ketens in relatief grote hoeveelheden aanwezig: een А -
keten, die correspondeert met de AA -keten van het rund (A -keten 
waarvan de 22 C-terminale aminozuren ontbreken), alsmede 2 ketens 
met een iets lager (B ) respectievelijk iets hoger (B ) isoëlectrisch 
punt dan de runder-B -keten. De A en В polypeptideketens blijken 
in menselijk α-crystalline slechts in zeer kleine hoeveelheden aan­
wezig te zijn. De zeer zure ketens, die niet voorkomen bij het rund, 
V 
-в, 
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zijn duidelijk waarneembaar in de gelen van menselijk α-crystalline. 
SDS-gelelectroforese laat zien dat menselijk a-crystalline is opge­
bouwd uit ketens met (schijnbare) molecuulgewichten van 22.000 en 
20.000. Bovendien zijn er zeer kleine hoeveelheden ketens aanwezig 
met een molecuulgewicht van ongeveer 18.000 (fig. 6.2.). 
22.000 -
20.000 -
18.000 ~ 
Fig. 6.2. SDS-gelelectroforese. (A) 
α-Crystalline geïsoleerd uit kalfs-
lenzen. (B) α-Crystalline geïsoleerd 
uit menselijke cataracteuze lenzen. 
Om de polypeptideketens van menselijk α-crystalline nader te 
karakteriseren werd getracht deze ketens te zuiveren met behulp van 
ionenwisselaars in aanwezigheid van 7 M ureum. De A - en A -keten 
2 χ 
werden gedeeltelijk zuiver verkregen door fractionering over DEAE-
cellulose. Een verdere zuivering kon niet worden uitgevoerd omdat 
niet voldoende eiwit beschikbaar was. De electroforetische patronen 
van deze ketens worden getoond in fig. 6.3. Met behulp van SDS-gel­
electroforese wordt voor de A -keten een molecuulgewicht gevonden 
van 20.000. In de grotendeels uit A bestaande fractie zijn ketens 
aanwezig met molecuulgewichten van 20.000 en 18.000. De hoeveelheid 
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20.000 
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Fig. 6.3. Polyacrylamide gelelectrofórese. (A) Isoëlectrische focu-
sering in aanwezigheid van 6 M ureum. Ampholine pH 3,5-10 (van boven 
naar beneden). (B) SDS-gelelectroforese. (1) Menselijk α-crystalline 
(2) gedeeltelijk zuivere A -fractie (3) gedeeltelijk zuivere A -
fractie. 
A„ keten die op grond van isoëlectrische focusering in de A -fractie 2 χ 
aanwezig is, zou een kleinere hoeveelheid van de keten met een mole­
cuulgewicht van 20.000 doen verwachten. De aanwezigheid van juist 
grote hoeveelheden van deze keten (fig. 6.3B) wijst op de mogelijk­
heid, dat de A -fractie bestaat uit ketens met molecuulgewichten van 
20.000 en 18.000, die beide hetzelfde isoëlectrische punt bezitten. 
Twee-dimensionale electroforese van α-crystalline, waarbij in de 
eerste dimensie isoëlectrische focusering en in de tweede dimensie 
SDS-gelelectroforese werd toegepast, bevestigt deze waarneming (zie 
fig. 6.A.). In het 2-dimensionale patroon is te zien dat de A -frac-
tie kleine hoeveelheden van een keten met een molecuulgewicht van 
70 
Fig. 6.4. Twee-dimensionale 
electroforese van menselijk 
«-crystalline. Scheiding in 
de eerste dimensie werd uitge-
voerd met behulp van isoelec-
trische focusering (Ampholine 
pH 3,5-10; van rechts naar 
links). SDS-gelelectroforese 
werd toegepast in de tweede 
dimensie. 
ongeveer 18.000 bevat. Ook in de A -fractie lijken zeer kleine hoe-
veelheden ketens met een molcuulgewicht kleiner dan 20.000 aanwezig 
te zijn. "Peptide mapping" van geaminoethyleerde tryptische peptiden 
laat een grote overeenkomst met de A keten zien. 
Eén van de verschillen tussen de menselijke A-ketens en die 
van het rund werd door de Jong Pt al. (1975) gevonden in het T17b-
peptide (fig. 6.5.). Dit peptide heeft bij de mens een nettolading 
132 140 145 
Ser-Leu-Ser-Ala-Asp-Gly-Met-Leu-Thr-Phe-Ser-Gly-Pro-Lys (rund) 
-Cys- (mens) 
Fig. 6.5. Aminozuurvolgorde van peptide Τ17b van de A-ketens van 
runder-a-crystalline. Het afwijkende residu in het menselijke pep­
tide is weergegeven onder de sequentie van het peptide uit het rund. 
+1, terwijl het bij het rund ongeladen is. Dit werd verklaard door 
de aanwezigheid van asparagine op plaats 136 van de menselijke ke­
tens. Bovendien werd gesuggereerd dat in hetzelfde peptide een dele­
tie van 142-Ser was opgetreden. Deze bevindingen worden door ons 
echter niet bevestigd. Aminozuuranalyse toont aan dat het T17b-
peptide een cysteine residu (gevonden als aminoethylcysteïne) en 
twee serine residuen bevat. Wanneer de A-ketens langdurig worden 
B2 By B,, A2 Ax 
m M 
7 1 
verteerd met trypsine, wordt een peptide gevormd met een aminozuur-
samenstelling: Pro.Gly.Lys, wat er op wijst dat cysteine op plaats 
142 aanwezig is. Op de peptide-kaart van de menselijke A-ketens 
wordt niettemin een peptide op de plaats van het runder-Tl7b-peptide 
waargenomen. Dit neutrale peptide is waarschijnlijk T17b zonder het 
C-terminale tripeptide Gly-Pro-Lys. Deze resultaten wijzen erop dat 
in het T17b-peptide van de mens een vervanging van serine door cys-
teine heeft plaatsgehad (fig. 6.5.). 
De waarneming dat de menselijke A-ketens twee cysteine residuen 
bezitten, terwijl de runder-A-ketens er slechts één hebben, wordt 
bevestigd door middel van isoëlectrische focusering in aanwezigheid 
van ureum van geaminoethyleerde A-ketens. Aminoethylering introdu-
ceert één positieve lading voor elk cysteine residu dat aanwezig is 
in een polypeptide keten. De runder-B -polypeptide keten, die geen 
cysteine residuen bevat, werd als referentie aan de monsters toege-
voegd. De resultaten worden getoond in fig. 6.6. In deze figuur is 
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Fig. 6.6. Isoëlectrische focuse-
ring in aanwezigheid van 6 M ureum 
(Ampholine pH 3,5-10; van boven 
naar beneden). (Λ) runder-a-crys-
talline (B) runder-A-ketens (C) 
geaminoethyleerde runder-A-ketens 
(D) menselijke A-ketens (E) ge­
aminoethy leerde menselijke A-ke­
tens (F) runder-B2-keten. De run-
der-B2-keten werd gebruikt als 
referentie in de gelen (E)-(E). 
A . 
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V 
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te zien dat de afstand tussen de A.-keten en de geaminoethyleerde 
A -keten van menselijk α-crystalline tweemaal zo groot is als bij 
het rund. 
Het tryptisch hydrolysaat van de A -fractie bevat een peptide 
dat niet aanwezig is in het hydrolysaat van de A -keten. Dit pep­
tide heeft na zure hydrolyse dezelfde aminozuursamenstelling als 
peptide T12 (Asp,Glu,His,Arg). Na volledige enzymatische hydrolyse 
levert de aminozuuranalyse van dit extra peptide de sanenstelling 
Asp,Glu,His, Arg op, terwijl Asn,Glu,His,Arg gevonden wordt voor 
peptide T12. Dit toont aan dat dit unieke peptide een gedeamideerd 
T12-peptide is. 
Met behulp van een DEAE-cellulose ionenwisselaar werden de 
В - en В -keten in vrijwel zuivere toestand verkregen. Electrofo-2 у J ь 
rese in aanwezigheid van 0,1% SDS laat zien dat de В -keten hetzelf­
de molecuulgewicht heeft als de В -keten (fig. 6.4. en 6.7.). De 
В -fractie is gecontamineerd met een keten die hetzelfde isoëlec-
x 
trische punt bezit als de runder-B -keten. Op de SDS-gel vertoont 
deze fractie twee banden die corresponderen net ketens met mole-
cuulgewichten van 22.000 en 20.000. Uit de resultaten, verkregen 
met behulp van 2-dimensionale fractionering van α-crystalline kan 
worden geconcludeerd dat В een molecuulgewicht heeft dat kleiner 
is dan dat van В (zie fig. 6.Α.). 
De 2-dimensionale fractioneringspatronen van de tryptische 
peptiden vertonen geen verschillen tussen de В -, В - en В -frac-
х у 2 
ties. De opheldering van de primaire structuur van de B-keten wordt 
beschreven in hoofdstuk 7. 
De fractie die in het geval van chromatografie over CM-cellu-
lose met de startbuffer of bij DEAE-cellulose met 1 II Tris-HCl, pH 
8,0 werd geëlueerd bevatte de zeer zure ketens van menselijk α-crys­
talline. Analyse van deze fractie door middel van SDS-gelelectro-
forese laat zien dat het molecuulgewicht van de ketens veel kleiner 
is dan 18.000 (fig. 6.8.). Er werden in de SDS-gelen geen scherpe 
banden waargenomen, hetgeen erop wijst dat de zure ketens, wat hun 
molecuulgewicht betreft, een heterogeen mengsel vormen. Peptide-
kaarten van de geaminoethyleerde zure ketens, na tryptische verte-
73 
~ - " " - ' 
9 22.000 
20.000 
Fig. 6.7. Polyacrylamide gelelectroforese. (A) Isoëlectrische focu-
sering in aanwezigheid van 6 M ureum. Ampholine pH 3,5-10 (van boven 
naar beneden) (В) SDS-gelelectroforese. (1) Menselijk α-crystalline 
(2) В -keten (3) В -keten (4) gedeeltelijk zuivere В -fractie. 
ring, laat zien dat de zure ketens verwant zijn met de A-ketens. 
Het gedeamideerd TI2-peptide, dat aanwezig is in de A -keten, wordt 
ook in deze zure ketens aangetroffen. De zure ketens geïsoleerd uit 
de ureum-oplosbare fractie hebben dezelfde lage molecuulgewichten 
als de zure α-crystalline ketens. Ook de tryptische peptide-kaart 
van geaminoëthyleerde zure ketens van de ureum-oplosbare fractie is 
gelijk aan die van de zure ketens, afkomstig van α-crystalline. 
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22000-
20000-
18000-
Fig. 6.8. SDS-gelelectroforese (Λ) Men­
selijk α-crystalline (В) zeer zure ke­
tens uit menselijk α-crystalline 
6.3. DISCUSSIE 
Door van Kleef et al. werd onlangs aangetoond dat polypeptide-
ketens van runder-a-crystalline deamidaties en degradaties ondergaan 
(van Kleef, Nijzink-Maas en Hoenders, 1974; van Kleef, Willems-
Thijssen en Hoenders, 1976). De hier beschreven resultaten bevesti­
gen de verwachting dat ook in menselijk α-crystalline dergelijke 
processen plaatsvinden. 
Door middel van "peptide mapping" van tryptische peptiden werd 
een duidelijke verwantschap aangetoond van de A -keten en de zure 
ketens met de A -keten. Onderlinge verwantschap werd ook aangetoond 
voor de drie basische α-crystalline ketens (B , В en В ). Spector 
et al. (1976) nemen in nieuw-gesynthetiseerd α-crystalline slechts 
drie radioactieve ketens waar. Het is daarom waarschijnlijk dat het 
merendeel van de ketens die aanwezig zijn in α-crystalline uit oude 
menselijke lenzen zijn ontstaan ten gevolge van post-synthetische 
modificaties . 
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De A -fractie bevat een keten met een molecuulgewicht van 18.000. 
Het is mogelijk dat deze keten analoog is aan de AA -keten (A. ), 
aanwezig in de kern van runderlenzen. Behalve deze verkorte keten 
lijkt de A -fractie een A-keten te bevatten, die hetzelfde molecuul-
gewicht heeft als de A -keten. In deze onverkorte A-keten zou het 
gedeamideerde TI2-peptide aanwezig kunnen zijn. Een onverkorte A-ke-
ten met hetzelfde isoëlectrische punt als dat van de AA -keten is 
in runder-a-crystalline niet aangetoond. 
De В -keten is waarschijnlijk een gedeamideerde В -keten. Een 
у j j ь 2 
keten met hetzelfde isoëlectrische punt als de В -keten wordt niet 
У 
of nauwelijks aangetroffen in runder-a-crystalline. De В -keten, die 
een lager molecuulgewicht bezit dan de В -keten is mogelijk analoog 
aan de N -keten (B ) die wordt waargenomen in α-crystalline ge­
ïsoleerd uit de kern van runderlenzen. Bij deze keten ontbreekt het 
C-terminale pentapeptide (van Kleef et al., 1976). 
De zeer zure ketens blijkeneen aanzienlijk lager molecuulge-
wicht te hebben dan de A -keten, waarmee ze op grond van peptide 
analyses verwant zijn. Verdere zuivering van zowel de individuele 
zure ketens als de A- en B-ketens is nodig om na te gaan welke ami-
nozuren in deze gedegradeerde ketens ontbreken. Op de tryptische 
peptide-kaart van de zure ketens ontbreken de twee C-terminale pep-
tiden (T19 en T20). Dit wijst erop dat zij gedegradeerd zijn aan de 
C-terminus. 
Belangrijk is de vraag of de А - en В -keten van menselijk a-
crystalline evenals bij het rund de primair getransleerde ketens 
zijn. Spector et al. (1976) vonden aanwijzingen dat de B.-keten de 
novo gesynthetiseerd wordt. Daarentegen lijkt niet de A -keten, 
maar een keten met een electroforetische mobiliteit, gelegen tussen 
die van de А - en A -keten, het primaire genproduct te zijn. Als 
deze resultaten juist zijn, zou een tot nu toe bij de crystallines 
onbekende postsynthetische modificatie verantwoordelijk zijn voor 
het ontstaan van de A -keten. 
Isoëlectrische focusering laat zien dat α-crystalline geïso-
leerd uit oude menselijke lenzen, is opgebouwd uit tenminste negen 
verschillende subeenheden (zie fig. 6.1.). Met behulp van ureumgel-
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electroforest van u-crystalline geLsoleerd uit de cortex van oude 
menselijke lenzen, detecteerden Roy en Spector (1976) 11 polypepti-
deketens, waarvan zij er 10 isoleerden. Van deze 10 ketens bleken 
er A verwant te zijn met de B-keten en 6 met de Л-keten van runder-
α-crystalline. Zij vinden in menselijk α-crystalline onder meer ke­
tens met dezelfde electroforetische mobiliteit als de A -, В - en 
В -ketens van het rund. Cen keten met dezelfde mobiliteit als de 
runder-A -keten wordt echter niet waargenomen. Bovendien blijken 
twee van de zes A-ketens die zij isoleerden een relatief laag mole­
cuulgewicht te hebben. 
Een interessante waarneming is de aanwezigheid van 2 cysteine 
residuen in menselijke A-ketens. In de A-ketens van acht andere 
zoogdieren werd slechts één cysteine residu aangetroffen (de Jong, 
van der Ouderaa, Versteeg, Groenewoud, van Amelsvoort en Bloemendal, 
1975). Ook Roy en Spector (1976) toonden 2 cysteine residuen aan 
in menselijke A-ketens. In tegenstelling tot onze waarnemingen vin-
den zij echter in de keten die correspondeert met de runder-A -
keten slechts één cysteine. De aanwezigheid van 2 cysteine residuen 
in de A-ketens van menselijk a-crystalline zou aanzienlijke conse-
quenties kunnen hebben bij het ontstaan van cataract bij de mens, 
omdat oxidatie van thiolgroepen hierbij een belangrijke rol lijkt 
te spelen (zie hoofdstuk 3 van dit proefschrift). 
De postsynthetische modificaties van de menselijke ct-crystalli-
ne ketens lijken te verschillen van die, welke optreden bij de ke-
tens van runder-a-crystalline. Zeer zure ketens worden niet aange-
troffen in runder-a-crystalline, terwijl een aantal gedegradeerde 
ketens die bij het rund voorkomen niet worden waargenomen in mense-
lijk α-crystalline. Bovendien verschillen de polypeptideketenpatro-
nen van menselijk a-crystalline uit de cortex en de kern niet (zie 
hoofdstuk 3 van dit proefschrift). Bij het rund worden daarentegen 
wel verschillen gevonden tussen de ketensamenstelling van corticaal 
en nucleair α-crystalline. Een verklaring voor het verschil in post-
synthetische modificaties tussen runder- en menselijk a-crystalline 
zou het leeftijdsverschil kunnen zijn. De runderlenzen die van 
Kleef (1975a) in zijn onderzoek gebruikt heeft, waren afkomstig van 
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6 tot 8 jatir oude koeien. De hier gebruikte menselijke lenzen bjren 
afkoipstig van 60 tol 80 jarigen. Dit betekent dat de onderzochte 
menselijke lenden veel ouder uaren dan de runder lenzen, liet is noge-
lijk, dat m .-crystalline, geïsoleerd uit zeer oude runderlenzen, 
dezelfde gedegradeerde ketens aanwezig 71 jn als in ^crystalline 
van oude menselijke lenzen. Ltn andere verklaring zou zijn dat er 
een soortspecifLciteit ten aanzien van de postsynthetische modifica-
ties m het spe1! is. 
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HOOFDSTUK 7 
DE AMINOZUURVOLGORDE VAN DE B-KETEN VAN MENSELIJK ч-CRYSTALLlNE 
In dit hoofdstuk wordt de opheldering van de primaire struc­
tuur van de B-keten van menselijk α-crystalline beschreven. Na ami­
nozuuranalyses van tryptische, chymotryptische en thermolytische 
peptiden werd de aminozuurvolgorde bepaald door de residuen te 
plaatsen naar homologie met de bekende sequentie van de runder-B-
kelen. 
7.1. MATERIALEN EN METHODEN 
α-Crystalline werd met behulp van Sephadex G-200 geïsoleerd 
uit de water-oplosbare eiwitfractie, afkomstig van cataracteuze 
lenzen van personen in leeftijd variërend van 60 tot 80 jaar. De 
isolatieprocodure werd uitgevoerd zoals staat beschreven in hoofd-
stuk 3 van dit proefschrift. 
Isolatie van de polypeptide ketens werd uitgevoerd net behulp 
van DEAE- en CM-cellulose ionenwisselaars zoals staat beschreven 
in hoofdstuk 6. 
Tryptische hydrolyse, twee-dimensionale fractionering van pep-
tiden, cyanogeenbromide splitsing, aminozuuranalyses en bepaling 
van de sequentie met behulp van dansyl-Edman degradatie werden uit-
gevoerd zoals beschreven door van der Ouderaa et al. (1973). Chymo-
tryptische en thermolytische hydrolyses werden bij 37 С uitgevoerd 
in 0,1 M ammoniumbicarbonaatbuffers met een pH van respectievelijk 
8,9 en 8,6. De enzym/substraat verhouding was in beide gevallen 
0,01 (w/w). Incubatie met chymotrypsine werd uitgevoerd gedurende 
1 uur en met thermolysine gedurende 2 uur. Peptiden werden genum­
merd op basis van hun posities in de keten, beginnend vanaf het 
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N-terminale eind. CB verwijst naar cyanogeenbromide fragmenten, 
tryptische peptiden worden voorafgegaan door T, chymotryptische 
peptiden door С en thermolytische peptiden door Th. Na scheiding 
werden de peptiden gelocaliseerd door reactie met fluorescanine 
(Udenfried et al., 1972). Fluorescamine werd opgelost in aceton 
(0,0025% w/v), waarna deze oplossing vlak voor gebruik verdund werd 
met een gelijk volume van een oplossing van pyridine in aceton 
(0,1% v/v). 
7.2. RESULTATEN 
De B-ketens werden geïsoleerd uit α-crystalline afkomstig van 
menselijke cataracteuze lenzen. Uit de resultaten beschreven in 
hoofdstuk 3 van dit proefschrift en uit het onderzoek van Roy en 
Spector (1976) is gebleken dat a-crystalline, geïsoleerd uit cata-
racteuze en normale lenzen, een identieke ketensamenstelling ver-
toont. Met behulp van DEAE- en CM-cellulose ionenwisselaarchromato-
grafie werden de B-ketens gescheiden van de A-ketens. De B-fractie 
die voor verdere karakterisering werd gebruikt, bevatte behalve de 
B,-keten twee ketens В en В die op grond van peptide-kaarten niet 2 χ у 
verschillen van de В -keten (zie hoofdstuk 6). Met behulp van SDS-
gelelectroforese werd aangetoond dat het molecuulgewicht van de 
menselijke В -keten gelijk is aan dat van de runder-B -keten (zie 
hoofdstuk 6). 
De "fingerprint" van de oplosbare tryptische peptiden van de 
menselijke B-keten vertoont geen enkel verschil met die van het 
rund (fig. 7.1.). De aminozuursamenstelling van alle tryptische 
peptiden werd bepaald en staan vermeld in tabel 7.1. Er werd aange­
nomen dat de tryptische peptiden van de menselijke B-keten, waarvan 
de aminozuursamenstellingen identiek zijn aan de homologe runder­
peptiden, dezelfde sequenties hebben als deze laatste. Verschillen 
in samenstelling met de corresponderende peptiden van het rund wor­
den alleen waargenomen in peptiden T3a, T4, TI 7 en Τ 17a. Peptide 
T17a is bij het rund gelijk aan peptide T17 zonder het N-terminale 
lysine residu. De verschillen in aminozuursamenstelling van deze 
peptiden met de corresponderende peptiden van de runderketen sugge-
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eiectrotorese 
Fig. 7.1. Fractionering van tryptische peptiden van de menselijke 
B-keten. Hoogspanningselectrofórese werd uitgevoerd bij 50 V/cm 
gedurende 105 min, gevolgd door dalende chromatografie gedurende 18 
uur in n-butanol-azijnzuur-water-pyridine (15:3:12:10) Peptiden 
werden gekleurd met behulp van fluorescamine. 
reren de volgende aminozuursubstituties in de menselijke B-keten: 
T3a, Ala ->Thr; T4, Ile -+ Phe en T17 (T17a), Ala •+ Val. De peptiden 
T4 en Tl 7 werden op preparatieve schaal geïsoleerd en onderworpen 
aan dansyl-Edman degradatie ten einde het verschil met de runder-
B-keten sequentie te localiseren. De resultaten van deze bepalingen 
leverden voor de N-terminale sequentie van 'Γ4 de volgorde Ala-Pro-
Ser-X-Phe op, terwijl voor Tl 7 Lys-Gln-Val werd gevonden. De geïso-
leerde hoeveelheid van peptide T3a was niet voldoende om met behulp 
van de dansyl-Edman methode het verschil met het runderpeptide te 
localiseren. 
De in fig. 7.2. getoonde peptide-kaart van het chymotryptisch 
hydrolysaat van de menselijke B-keten is vrijwel gelijk aan die van 
de runder-B-keten. Het enige verschil wordt gevonden in de aanwe-
zigheid van een extra peptide (C5) in de menselijke B-keten. De 
aminozuursamenstellingen van het merendeel van de chymotryptische 
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TABEL 7.1. Aminozuursamenstellingen van tryptische peptiden van de menselijke B-keten. De 
gegevens worden uitgedrukt in molaire verhoudingen. Er werd niet gecorrigeerd voor de des­
tructie tijdens de hydrolyse in 6 N HCl. 
PEPTIDE AtlINOZUUR 
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Ile Leu Туг Phe l.ys His Arg Trp 
Tl 1,3 1,0 1,2 0,7 2,8 
T2 1,8 3,0 
T2a 2,0 
T2b 1,9 1,2 
ТЗа 2,2 2,1 4,0 2,6 2,0 1,3 4,9 
ТЗЪ 1,1 1,9 2,2 0,7 1,2 
Т4 1,2 1,0 1,9 1,0 1,0 1,1 0,9 0,8 1,1 
Т5 1,3 0,8 0,9 
Т6 0,9 1,1 
Т7 2,0 1,4 2,0 1,2 0,7 0,7 
Т8 1,2 2,0 1,1 1,1 1,0 1,0 0,6 
Т9 1,0 1,0 
3,1 
2,9 
4,9 
 
0,9 
2,0 
M 
0,6 
1,0 
0 , 9 
2 ,0 
1,1 
1,2 
2 ,0 
1,1 
+ 
+ 
vervolg TABEL 7.1. 
PEPTIDE AMINOZUUR 
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Ile Leu Туг Phe Lys His Arg Trp 
TÍO 
Tl 1 
T12 
T13 
T14-15 
T17 
T17a 
Т18 
Т19 
Т20 
1,2 
0,8 
1,0 
2,1 
1,2 2,1 
0,9 
2,1 
1,3 
0,8 2.1 0,9 1,0 
1,0 1,8 1,0 1,2 
1,7 1,1 
1,1 2,1 2,0 
3,0 
0,8 
0,9 
2,8 1,1 
0,8 1,1 
0,8 
2,1 
0,9 
0,9 
1,0 
1,0 
0,9 
1,3 
1,9 
1,0 
0,9 
0,8 
0,7 
M 
1,1 
1,0 
M 
1,2 
1,0 
1,1 
1,0 
(*)•*-
О' 
ο­
υ« 
С5 
¿9 
Ь^ 
СЬсб О 
сюО 
^~j см С ' 
->(-) 
electrolorese 
b'ig. 7.2. Fractionering van chymotryptische peptiden van de mense­
lijke B-keten. Hoogspanningselectroforese en chromatografie werden 
uitgevoerd zoals staat beschreven in fig. 7.1. 
peptiden zijn weergegeven in tabel 7.11. De analyseresultaten van 
de peptiden die in fig. 7.2. niet zijn genunnnerd, waren zodanig 
dat interpretatie niet mogelijk was. De aanwezigheid van peptide 
C5, dat het C-terminale aminozuur van T3b en het K-terminale penta-
peptide van ТД lijkt te bevatten, wordt verklaard door de substitu­
tie van isoleucine door phenylalanine in de menselijke keten, waar­
door de peptidebinding aan de C-terminale kant van phenylalanine 
door chymotrypsine wordt gesplitst. Peptide T16, dat niet werd 
waargenomen op de tryptische peptide-kaart, wordt geheel omvat door 
peptiden C11, C12, C13 en CIA. Daar alle oplosbare tryptische en 
chynotryptische peptiden van de menselijke B-keten dezelfde electro-
foretische mobiliteit bij pH 6,5 vertonen als de corresponderende 
peptiden van de runderketen wordt aangenomen dat zowel het aantal 
als de plaats van de amide en carboxylgroepen in de menselijke ke­
ten gelijk zijn aan die van het rund. 
Ten einde zoveel mogelijk peptiden te verkrijgen die de tryp-
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TABEL 7.II. Aminozuursamenstellingen van chymotryptische peptiden van de menselijke B-keten. 
De gegevens, uitgedrukt in molaire verhoudingen, werden niet gecorrigeerd voor destructie 
tijdens de hydrolyse. 
PEPTIDE AMINOZUUR 
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Ile Leu lyr Phe Lys His Arg Trp 
Cl 
C2 
СЗ 
C4 
C5 
C6 
C7 
C8 
C9 
CIO 
CU 
C12 
C13 
C14 
C15 
M 
2,1 
2,1 
1,1 
1,2 
1 
0 
,0 
,8 
2,1 
1,0 
1,1 
1,0 
0,6 
1,1 
2,1 
1,5 
M 
2,2 
1,1 
0,8 
0,9 
1,0 
0,7 
1,7 
0,8 
0,7 
1,7 
1,1 
0,8 
1 
0 
,2 
,9 
2 
0,9 
1,1 
0,5 
,2 
1,8 
1,1 
0,9 
1,0 
0,7 
0,9 
0,9 
M 
0,9 
2,0 
0,9 
1,1 
1,4 
M 
1,2 
1,2 
0 ,7 
1,1 
2,0 
1,1 
1,2 
1,1 
1,1 
1,1 
0,9 
0,9 
0,8 
1,0 
0,9 
2.0 
0,7 
1,1 
0,9 
2,3 
1,4 
1,2 
1,0 + 
1,9 
1,0 
1,3 
1,0 
1,2 
tische en chymotryptische peptiden overlappen, werd de menselijke 
B-keten, na CNBr-splitsing, verteerd met behulp van thermolysine. 
In fig. 7.3. is de "fingerprint" van het thermolytisch hydrolysaat 
afgebeeld. De aminozuursamenstellingen van die peptiden die bevre-
0 T h 4 
ТГЭ2 
Τ Ί 
T>20 O 
0 т п з 
q o 
QOTh35
 ö
 л
 (J OTh36 (Χ 
//CB2Th16 \ j 
¿> Th25 
(•)« ! χ - ) 
electroforese 
Fig. 7.3. Fractionering van thermolytische peptiden van de cyano-
geenbromide fragmenten van de menselijke B-keten. De electrofore-
tische en chromatografische condities werden beschreven in fig. 
7.1. 
digende analyseresultaten opleverden, staan vermeld in tabel 7.III. 
De reeds waargenomen sequentieverschillen met de runderketen wor­
den bevestigd door de aminozuursamenstellingen van de peptiden Th9, 
ThlO, CBlThlS en Th34 (zie fig. 7.4.). Of het N-terminale einde 
van de menselijke ketens, evenals bij de runderketen, wordt geblok­
keerd door een acetylgroep werd niet onderzocht. Het is echter wel 
waarschijnlijk dat ook bij de menselijke B-keten een acetylgroep 
aanwezig is, omdat het N-terminale tryptische peptide (Tl) van de 
menselijke keten dezelfde nettolading heeft als peptide Tl uit de 
runderketen. De primaire structuur van de menselijke B-keten, zoals 
die is afgeleid uit het hier beschreven onderzoek, is weergegeven 
in fig. 7.4. 
86 
TABEL 7.III. Aminozuursamenstellingen van thermolytische peptiden van cyanogeenbromide frag­
menten van de menselijke B-keten. De gegevens, uitgedrukt in molaire verhoudingen, werden 
niet gecorrigeerd voor destructie tijdens de hydrolyse. 
PEPTIDE AMINOZUUR 
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Ile Leu Туг Phe Lys His Arg Trp 
1,1 0,8 
1,0 1,7 + 
0,8 2,3 
CBlThl 
Th2 
Th3 
Th4 
Th5 
Th6 
Th7 
Th8 
1,1 
1,1 
1,7 
2,0 
1,2 
M 
1,3 
0,9 
0,8 
1,3 
1,1 
1,1 
Th9 1,1 1,8 2,9 1,0 1,1 
ThlO 1,0 1,9 3,0 1,0 1,1 
Thll 0,8 1,1 1,0 
ÍK 12 0,9 0,9 
ΙΊ13 0,7 2,4 
1,0 
3,1 
2,1 
M 
ι , ; 
0,8 
2,2 
0,9 
0,8 
1,7 
0,8 
1,1 
1,0 
0,9 
M 
1,0 
1,0 
1,0 
1,1 
1,2 
00 
00 
vervolg TABEL 7. III. 
PEPTIDE AMINOZUUR 
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Ile Leu Туг Phe Lys His Arg Trp 
Thl4 1,2 1,1 1,1 0,5 1,1 + 
CBlThlS 1,1 1,1 0,9 1,0 1,1 + 0,8 0,9 
CB2Th16 
Thl7 
Th 1 8 
CB2Thl9 
Th20 
Th21 
'ГЬ22 
Th 23 
Th24 
Th25 
Th26 
Th27 
1,0 
1,0 
M 
2,9 
0,9 
1,1 
0,6 
0,8 
1,1 
1,0 
1,2 
2,3 1, 
4,0 
1,1 
,1 
1,2 
2,4 
1,0 
1,1 
1,7 
2,1 
1J 
0,8 
0,6 
1,0 1,2 1,8 
0,9 
1,9 
1,0 
1,3 
0,8 
1,0 
1,9 
1,0 
0,9 
0,9 
0,9 
1,0 2,5 
1,3 
1,0 1,2 2,7 1,1 
0,8 1,0 
0,8 1,0 0,9 1,2 
vervolg TABEL 7.III. 
PEPTIDE AMINOZUUR 
Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Ile Leu Туг Phe Lys His Arg Trp 
Th28 2,3 1,7 1,2 1,0 1,0 0,8 0,9 1,0 1,0 2,2 
Th29 2,0 1,9 1,1 1,1 1,1 0,8 1,1 
Th30 1,1 2,1 0,9 
Th31 1,0 0,7 2,1 1,5 0,8 1,8 
Th32 1,0 1,0 
Th33 1,0 1,1 1,1 1,0 1,0 0,9 1,0 
Th3A 1,1 1,4 1,2 1,5 1,1 1,0 0,9 0,8 
Th35 1,0 1,8 0,9 1,1 0,9 1,1 1,1 
Th36 1,0 0,9 2,0 1,0 2,1 
Th37 1,0 2,1 1,9 
Fig. 7.4. Aminozuurvolgorde van de B-keten van menselijk a~crystalline. 
Tryptiscbe (1), ctiymoLryptische (C) en thermolytische (Th) peptiden 
zijn in de iip.uur weergegeven. De amino zuur s amens tel lingen van deze 
peptiden worden vermeld in tabel 1-111. De volgorden van de N-terminale 
aminozuren van l'A en Tl 7 werden bepaald met behulp van de dansyl-Edman 
methode ( >•) . De verschillen in primaire structuur vergeleken met de 
runder-B-kcten zijn gelocaliseerd op de plaatsen 40, 61 en 152. 
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7.3. DISCUSSIE 
Hen kan zich de vraag stellen of de primaire strucLuur van de 
menselijke B-keten, zoals die 'nier wordt gegeven, betrouwbaar is. 
Omdat de sequenties van de peptiden, die dezelfde aminozuursamenstel-
lingen hebben als de homologe runderpeptiden, niet werden bepaald, 
is het mogelijk dat reciproke substituties in een peptide niet wor-
den waargenomen. Wanneer echter het percentage sequenticverschil van 
de eiwitten, die onderling worden vergeleken, klein is en de geana-
lyseerde peptiden niet te groot zijn, blijkt de kans dat een reci-
proke substitutie over het hoofd wordt gezien, uiterst klein te zijn. 
Wanneer bijvoorbeeld de volledig bepaalde sequenties van cytochroom 
r, geïsoleerd uit 12 verschillende diersoorten, worden vergeleken, 
blijkt dat van de 50 substituties geen enkele aan de aandacht zou 
zijn ontsnapt, wanneer alleen van de tryptische peptiden, die in 
samenstelling verschillen met de homologe runderpeptiden, de amino-
zuurvolgorden zouden zijn bepaald (Dayhoff, 1972, 1973; de Jong et 
al., 1975). 
De menselijke B-keten blijkt slechts in 3 aminozuren te ver-
schillen van de runder-B-keten. De aminozuursubstituties op plaats 
61 (Ile -> Phe) en 152 (Ala -»• Val) werden bevestigd door sequentie-
analyses van peptiden TA en T17. De aminozuursanien.stellingen van 
peptiden T3a, Th9 en ThlO wijzen op de substitutie АО Ala ->• Ihr. De 
geïsoleerde hoeveelheden van deze peptiden lieten echter niet toe 
dat deze substitutie bevestigd kon worden door middel van sequentie-
analyse. 
De waargenomen aminozuursubstituties tussen de B-keten van het 
rund en de mens zijn alle te verklaren door één basesubstiLutie in 
de respectieve codons. Roy en Spector (1976) vinden serine als C-
terminaal aminozuur van de menselijke B-keten. Onze resultaten wij-
zen er echter op dat het C-terminale aminozuur bij deze keten, even-
als bij de runderketen, lysine is. Het percentage sequenticverschil 
tussen de B-ketens van het rund en de mens bedraagt slechts 1,7%, 
hetgeen er op wijst dat de B-keten, evenals de A-keten van i-crys-
talline, een langzaam evoluerend eiwit is. 
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HOOFDSTUK 8 
., (,' '11 M DISC ussu. 
L'i L bel liicr bescbrovon ondcrzoek blijkt dat de ontwikkeling 
Ve'" Κι rmMtnr.u t ι i'paard g.iat net een aanzienlijke toename van 
ΙΙΓΙ'ΊΙΙ-om ρ [ -ь.1.1 π t'ivi t in de lenskern. De vaststelling dat in de 
ι it," ,n 11 ι ,Ί' UnsKcrn onoplosbaar eiwit aanwezig is, verklaart het 
ver
1
 ie- v m 'Ό! Ji. rnoid van dit lensdeel. Het is op zijn minst on-
va π чі in j и I i ¡к d.it de уест boogmoleculaire, oplosbare eiwitaggrega-
i(ii ("Ί'η rol ¿oiiilon чреіеп bij de vorming van lenstroebelingen in 
do Kern. lic boeviH'lbeïd boogmoieculair oplosbaar eiwit is in de 
cat arar- i cuyo lenskern niet toegenomen, vergeleken met de hoeveel-
heid in <!e normale lenskern. üovendien werden geen hogere sedimen-
tati eoi e f fu i onLi'ii voor deze eiwitpopulatie gevonden. Ook electro-
rennii гочюрі sebe opnamen tonen geen grotere aggregaten dan die, 
• ι I i\P .М'П'е;-!^  7Ііп in de heldere kern van kalfslenzen. 
lilt bet Toit dat hot ureum-onoplosbare eiwit van de catarac-
tei.?e lenskern vrijwel volledig oplost, wanneer reductiemiddel aan-
v( 'ii' is, чап worden geconcludeerd dat voornamelijk disulfidebrug-
"e.
1
 e^i-.ipU.Oorde 1 i ]к zijn voor de onoplosbaarheid van deze fractie. 
Po voimpj' van deze di sulfidebruggen zou bet gevolg kunnen zijn van 
een ver] Mgde concentratie gereduceerd glutathion in de cataracteu-
7C l(Mis. 'loor Harding (1970) en van Heyningen (1972) werd aangetoond 
dat de ι om entrât ie van deze component in cataracteuze lenzen is 
verlaagd. Srivastava et al. (1973) toonden aan dat ook de gluta-
Lli ionreducL л j-ai ι ivi tei t in cataracteuze lenzen verlaagd is, 
De vorming van di sulfidebruggen in de eiwitten van de kernca-
t.u.it leu/i' lens 70U ook bevorderd kunnen worden door veranderingen 
in de eiuiUonforuntie, zodat thiolgroepen, die oorspronkelijk ver-
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borgen lagen, toegankelijk worden voor oxidalie. Harding (1972c) 
vond aanwijzingen dat dergelijke conforma tieveranderingen plaats­
vinden tijdens de calaraitogenere. 
Behalve de waarneming dat de hoeveelheid di su I fidebruggen in 
de eiwitten van de entaracteuze lenskern is t исччіипгп, werd een in­
direct bewijs geleverd voor de .i.mwe/ibhcid van ni el -cl i sul 1 ide 
''cross-links" Ln deze eiwitten, liet aantal .іл de/e "cross-links'1 
neemt toe naarmate de kleuring van de с alnrat Li ii7P lenskern toe­
neemt. Ook is er een toename van fUioreseenLie die niet kan worden 
toegeschreven aan Lryptoiaan. 
WaL is nu de structuur van deze "cross-links" en hoe worden ze 
gevormd in de kerncataracteuze lens? De meest voor de hand liggende 
hypothese is die, welke de vorming van de "cross-links" verklaart 
op grond van foto-oxidatie proceseen geïnitieerd door ultraviolette 
straling. ïryptofaan-bevattende eiwitten vertoonden namelijk na be-
straling met ultraviolet licht een gele kleur en polymeriseerden 
tot hoogmoleculaire aggregaten door vorming van niet-disulfide co-
valente bindingen (Dilley, 1973). De hoeveelheid tryplofaan, aanwe-
zig in deze eiwitten, was afgenomen na de bestraling. Dilley (1975c) 
voert echter twee bezwaren Legen deze hypothese aan: I) heL eiwit 
van de bruine cataracteuze kern bevat evenveel tryptofaan als dat 
van de normale lenskern en 2) het gekleurde, ''cross-li nks"-bevat ten-
de eiwit is alleen aanwezig in de kern. De waarneming dat de hoe-
veelheid tryptofaan niet afneemt in de eiwitten van de caLaracteuze 
lenskern kan eventueel worden verklaard door de aanname dat trypto-
faan de geabsorbeerde energie, afkomstig van de ultraviolette stra-
ling, volledig overdraagt aan andere in de lens aanwezige componen-
ten, bv. aan lipiden. De tryptofaanresiduen zouden op deze manier 
onaangetast blijven. Een verklaring dat eventuele fotogeïnduceerde 
beschadigingen van lenseiwitten alleen in de lenskern plaatsvinden, 
kan misschien worden gevonden in mogelijke verschillen in de intra-
cellulaire omgeving waarin de corticale en nucleaire eiwitten zich 
bevinden. Verschillen in structuur en/of samenstelling tussen de 
nucleaire en corticale eiwitten zouden ook verantwoordelijk kunnen 
zijn voor de eventuele verschillen in foto-oxidatie-gevoeligheid. 
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lit blijft eon djnCrckkelijke hypothese dat de vorming van "crobs-
JiTiks" LU do verklourmg van de eiwitten van de lenskern oen gevolg 
M jii vin ^oto-oxidatie-processen. 
Ii do literatuur zijn een aantal "crosb-lmks" beschreven die 
.n ti 'itton voorkomen (zie hoofdstuk 5). De eiwitten van de catarac-
ti u/L Itn^kirn worden onderzocht op de aanwezigheid van enkele van 
di /i ivpon "(. robs-linkb". De resultaten van dit onderzoek gaven nog 
./ca dtiinitiof uitbluitsel over de aanwezigheid van reduceerbare 
'er. ,s-li4ks', zoals deze voorkomen in collageen en elastine. 
ι- vi trit>rosine-"crobb-links", evenals isopeptidebindingen, 
Iijkf.li mot voor to komen in de eiwitten van de cataracteuze lens-
korn. \ider oiidoi.7oek dient te worden uitgevoerd om de eventuele 
im4'C7ibheid van "cross-links'
1
 analoog aan die welke in de litera-
I nui 7ijn besthrevon aan te tonen. Vooral de mogelijkheid dat er 
4ross-1ιnks" aanwezig zijn die door lipide-peroxidatie worden ge-
voiii'd, vordient om drie redenen de aandacht: 1) eiwitten die deze 
"( ross-links" bevatten vertonen fluorescentie en 7Ìjn geel gekleurd, 
J) bij vorouderingsnechanismen spelen lipide-peroxidatie-reacties 
οι η rol, 3) het betreft met-enzymatische processen. Het ontstaan 
van seniele nucleaire cataract is eveneens een proces, dat gekoppeld 
is i^ n veroudering. Bovendien vertonen de eiwitten van de catarac-
Uu/f. lenskern fluorescentie en zijn zij geel gekleurd. Het lijkt 
niot uaarschijnlijk dat de vorming van "cross-links" in de lens een 
с n/viati SLII proces is. Een belangrijke vraag is die welke van de 
orspronkelijke oplosbare crystallines betrokken zijn bij het pro-
.( . van insolubilisatie tijdens de vorming van nucleaire cataract. 
bit de resultaten van het hier beschreven onderzoek kan worden ge-
ic iLludt_erd, dat er isolubilisatie van alle klassen water-oplosbare 
r stil lines in de cataracteuze kern heeft plaatsgehad. De oplos-
b.io laag.io leculaire eiwitfractie (γ-crystalline) blijkt echter 
iilatici sterker te zijn afgenomen dan de overige crystallines. Het 
ι
 to ehalte aan thiolgroepen in deze laagmoleculaire eiwitfractie 
ι .ti voll oogde oxidatie gevoeligheid tot gevolg kunnen hebben, 
indoor dit eiwit betrekkelijk genakkelijk onoplosbaar wordt. De 
oc indili,, dit do A-KOtens van menselijk α-crystalline niet één maar 
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twee cysteïneresiduen bezitten kan met betrekking tot isolubil isatie 
belangrijke consequenties hebben. 
Of de vorming van de niet-disulfide "cross-links" bij voorkeur 
in één van de crystalline klassen plaats vindt is niet bekend. De 
peptide-kaarten van tryptische hydrolysaten van eiwitfracties waarin 
de niet-disulfide "cross-links" aanwezig zijn, vertonen in elk geval 
geen gelijkenis met die van i-crystalline of met de geïsoleerde sub-
eenheden ervan. 
Een belangrijke bevinding die tijdens het hier beschreven onder-
zoek werd gedaan, dient nog vermeld te worden. Wanneer cataracteuze 
lenskernen onder anaerobe condities werden geroerd in Tris-buffer 
waaraan DTE was toegevoegd, werd een even grote hoeveelheid water-
onoplosbaar eiwit geïsoleerd als wanneer een buffer zonder reductie-
middel werd gebruikt. Dit zou betekenen dat bij de insolubilisatie 
van de oplosbare eiwitten van de kern tijdens het ontstaan van ca-
taract disulfidebruggen geen rol spelen. De oxidatie van thiol-groe-
pen zou dan alleen een rol spelen bij de vorming van ureum—onoplos-
baar eiwit. De processen die in de kern plaatsvinden bij de vorming 
van nucleaire cataract zouden bijvoorbeeld de volgende kunnen zijn: 
door vooralsnog onbekende oorzaak worden in de water-oplosbare ei-
witten niet-disulf ide "cross-links'1 gevormd, waardoor deze eiwitten 
water-onoplosbaar worden. Door conformatieveranderingen, geïndu-
ceerd door de vorming van deze "cross-links" en/of door verande-
ringen van de omgeving waarin deze eiwitten zich bevinden, vindt 
er oxidatie van thiolgroepen plaats, waardoor de water-onoplosbare 
eiwitten aggregeren tot moleculen die ook in een oplossing van 7 M 
ureum niet meer oplossen. Schematisch weergegeven: 
vorming van -SU oxidatie 
WS • US ^ E UI 
non-SS ''cross-links'' DTE 
Een andere mogelijkheid is dat de water-oplosbare eiwitten on-
oplosbaar worden door conformatieveranderingen. Vervolgens zou de 
vorming van disulfidebruggen en mogelijk van niet-disulfide "cross-
links'1 verantwoordelijk zijn voor het ontstaan van de ureum-onoplos-
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bare fractie tijdens de cataractogenese. De waarneming dat het water-
onoplobbare eiwit van de cataracteuze lenskern, na te zijn opgelost 
in een oplossing van ureum en DTE, voor een groot deel in oplossing 
blijft na dialyse tegen buffer waaraan geen ureum is toegevoegd, 
lijkt hiermee in overeenstemning te zijn. Schematisch weergegeven: 
-SH oxidatie 
conformatie veranderingen (non-SS "cross-links") 
WS ^ • US ^ - • [j[ 
dialyse ГЛЕ 
Uit het bovenstaande kan worden geconcludeerd dat nog veel 
onderzoek moet worden verricht voordat men de veranderingen, welke 
de structurele eiwitten tijdens de ontwikkeling van kerncataract 
ondergaan, precies kent. Pas wanneer we deze kennen en weten of 
deze veranderingen onafhankelijk van elkaar plaatsvinden of dat ze 
elkaar wederzijds beïnvloeden lijkt het mogelijk een meer gericht 
onderzoek uit te voeren naar de primaire oorzaak van deze verande-
ringen. Het doel, preventie van cataract, kan dan misschien worden 
bereikt. 
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SUIENVATTING 
In dit proefschrift worden de resultaten beschreven van een 
onderzoek naar de veranderingen van de structurele eiwitten van de 
menselijke ooglens, die optreden tijdens de vorming van ouderdoms-
staar m de lens. Bovendien worden de resultaten vermeld van een 
onderzoek naar enkele structurele aspecten van menselijk en runder-
a-crystalline. 
In het eerste hoofdstuk wordt kort samengevat wat er tot nu toe 
bekend is over de structurele eiwitten van de ooglens. Een aanzien­
lijk deel van deze kennis werd verkregen door de bestudering van 
runderlens eiwitten. Verder geeft dit hoofdstuk een overzicht van 
hetgeen bekend is omtrent de seniele cataracteuze menselijke oog­
lens . 
Hoofdstuk 2 bevat een fysisch chemische karacterisenng van de 
quaternaire structuur van hoog- en laagmoleculair ^-crystalline uit 
runderlenzen, die door ons werden verkregen met behulp van electro-
nenmicroscopie, viscosimetne, licht-verstrooiing en analytische 
uitracentrifugatie. Flectronenmicroscopische opnamen van laagmole­
culair a-crystalline (18-22S) tonen globulaire deeltjes van bijna 
uniforme grootte en een diameter van ongeveer 18 nm. Opnamen van 
hoogmoleculair (2O-70S) en zeer hoogmoleculair (> 70S) a-crystalline 
tonen grote aggregaten met een onregelmatige structuur, die zijn 
samengesteld uit individuele laagmoleculaire a-crystallme molecu­
len. De grootste aggregaten hebben een diameter van ongeveer 500 nm. 
In het onderzoek naar de veranderingen die optreden bij seniele 
nucleaire cataract (hoofdstuk 3) is gebruik gemaakt van zeer zorg­
vuldig geclassificeerde lenzen, die door operaties werden verkregen. 
De kerncataracteuze lenzen, met een volkomen transparante cortex, 
werden op basis van waarnemingen гп Ог о verdeeld m groepen met 
toenemende kleuring van de lenskern. Er werd verondersteld dat deze 
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groepen opeenvolgende stadia in de ontwikkeling van kerncataract 
vertegenwoordigen. Bepalingen van het natgewicht toonden aan dat de 
cataracteuze lenzen hierin niet significant afwijken van normale 
lenzen. Het watergehalte van zowel de cortex al.s de kern van nor­
male lenzen bedraagt ca 65% en verandert niet bij kerncataract. 
Door middel van gelchromatografie net behulp van Sephadex 
G-200 kunnen de water-oplosbare eiwitten van de cortex en de kern 
gescheiden worden in vijf fracties, die op grond van de plaats in 
het elutiepatroon en op grond van hun ultraviolette spectra werden 
aangeduid respectievelijk als α-, ß.-. ßo_> В - en γ-crystalline. 
Tijdens de ontwikkeling van cataract treedt een relatieve afname 
van de γ-crystalline fractie in de kern op. De sedimentatiecoeffi-
ciënten van de crystallines geïsoleerd uit cataracteuze lenzen ver-
schillen niet of nauwelijks van die van de corresponderende crys-
tallines geïsoleerd uit normale lenzen. Met behulp van isoëlectri-
sche focusering in aanwezigheid van ureum werd aangetoond dat ook 
de polypeptideketensamenstelling van de water-oplosbare crystallines 
niet verandert tijdens de vorming van cataract. Opmerkelijk is dat 
de isoelectrische punten van de menselijke γ-cry.stallines beneden 
pH 7,0 liggen, terwijl die van de γ-crystallines van runderlenzen 
boven pH 7,0 liggen. Een andere unieke eigenschap is de aanwezig­
heid van zeer zure subeenheden in alle water-oplosbare crystallines 
van de menselijke lens. 
Kwantitatieve bepalingen van de water-oplosbare, ureum-oplosba-
re en ureum-onoplosbare fracties onder anaërobe condities geïsoleerd 
uit de cortex en kern van zowel normale als cataracteuze lenzen, 
tonen aan dat de ontwikkeling van kerncataract gepaard gaat met een 
graduele afname van de water-oplosbare en ureum-oplosbare fractie 
en een daaraan gekoppelde toename van de ureum-onoplosbare fractie. 
Deze veranderingen in de hoeveelheden worden uitsluitend in de kern 
waargenomen. De onoplosbaarheid van de ureum-onoplosbare fractie 
van de cataracteuze lenskern wordt veroorzaakt door disulfidebrug-
gen aanwezig tussen de polypeptideketens.Uit SDS-gclelectroforese 
blijkt dat de polypeptideketensamenstelling van de ureum-oplosbare 
en ureum-onoplosbare fracties van cataracteuze lenskernen afwijkt 
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van die van de corresponderende fracties van normale lenskernen. 
Fosfolipide bepalingen tonen aan dat in de ureum-oplosbare fracties 
vrijwel geen fosfolipide aanwezig is, terwijl de ureum-onoplosbare 
fracties aanzienlijke hoeveelheden bevatten. Bij de cataractogenese 
vindt een sterke daling van het fosfolipide gehalte plaats in de 
nucleaire ureum-onoplosbare fractie. De absolute hoeveelheid fos-
folipide blijkt echter niet te veranderen. Ook het koolhydraat ge-
halte van de nucleaire ureum-onoplosbare fractie vertoont een daling 
bij de vorming van cataract. 
De resultaten van het onderzoek waarbij de eiwitten van normale 
en kerncataracteuze lenzen werden onderzocht op de aanwezigheid van 
niet-disulfide "cross-links", worden beschreven in hoofdstuk 4. Ge-
reduceerde eiwitten van normale lenzen dissociëren in een ureumop-
lossing volledig tot polypeptideketens met een laag molecuulgewicht. 
in de kern van kerncataracteuze lenzen is echter eiwit aanwezig dat 
onder dezelfde condities niet dissocieert. Dezelfde resultaten wer-
den verkregen wanneer aan de ureumoplossing SDS werd toegevoegd. De 
aanwezigheid van deze aggregaten onder condities waarbij nomale 
lenseiwitten volledig dissociëren, wijst op het voorkomen van niet-
disulfide "cross-links". De hoeveelheid van deze aggregaten neemt 
toe met toenemende kleuring van de lenskern. Op grond van SDS-gel-
electroforese lijkt het molccuulgewicht van deze aggregaten groter 
te zijn dan 200.000. Ultracentrifugatie van de niet-dissociërende 
eiwitfractie toont aan dat dit eiwit zeer heterogeen is. 
In hoofdstuk 5 wordt een kort overzicht gegeven van tot dus-
ver aangetoonde niet-disulfide "cross-links" die voorkomen in na-
tieve eiwitten. Daarnaast worden in dit hoofdstuk de resultaten van 
het onderzoek beschreven dat tot doel had na te gaan of in de ei-
witten van de cataracteuze lenskern mogelijk reduceerbare "cross-
links", zoals aangetoond in collageen en elastine, isopeptide 
"cross-links" of dityrosine en trityrosine aanwezig zijn. Hoewel in 
de lenseiwitten reduceerbare componenten worden aangetroffen kan 
niet worden geconcludeerd of deze componenten "cross-links" verte-
genwoordigen. Isopeptide "cross-links" en di- en trityrosine lijken 
niet aanwezig te zijn. In hydrolysaten van de eiwitten van catarac-
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Ceuze lenskernen werden behalve de aminozuren die normaal in eiwit­
ten aanwezig zijn nieuwe componenten aangetroffen. Of deze nieuwe 
componenten "cross-links" vertegenwoordigen dient nader te worden 
onderzocht. 
In het zesde hoofdstuk wordt de gedeeltelijke zuivering en 
karakterisering van de polypeptideketens van menselijk α-crystalline 
beschreven. Menselijk α-crystalline, geïsoleerd uit oude normale en 
cataracteuze lenzen is, op grond van analyse door middel van iso-
electrische focusering, vnl. opgebouwd uit 5 subeenheden: A , A„, 
χ 2 
В , В en B„. A„ en В. hebben hetzelfde isoëlectrische punt als A„ 
χ у 2 2 2 2 
en В van de runder-a-crystalline, terwijl A hetzelfde isoëlectri-
. 1-151 X 
sehe punt bezit als AA, (A ) van runder-Ti-crys tal line. Daarnaast 
zijn er twee polypeptideketens aanwezig (B en В ) die een isoëlec-
x у 
trisch punt hebben dat lager respectievelijk hoger is dan dat van 
de В -keten van runder-a-crystalline. Behalve deze 5 ketens zijn er 
in menselijk α-crystalline nog een aantal ketens in relatief kleine 
hoeveelheden aanwezig. Op grond van SDS-gelelectroforese werden 
voor A en В molecuulgewichten gevonden van respectievelijk 20.000 
en 22.000. В heeft hetzelfde molecuulgewicht als В.., terwijl voor 
В een molecuulgewicht van ongeveer 20.000 werd gevonden. A bleek 
te bestaan uit 2 ketens met molecuulgewichten van 20.000 en 18.000, 
die beide hetzelfde isoëlectrische punt bezitten. De zeer zure ke-
tens, die in kleine hoeveelheden aanwezig zijn in a-crystalline, 
hebben een molecuulgewicht dat veel kleiner is dan 18.000. Zij zijn 
op grond van "peptide mapping" verwant met de A-ketens. Peptide-
kaarten van tryptische hydrolysaten van В , В en В toonden geen 
verschillen aan tussen deze ketens. 
In de A-ketens van menselijk α-crystalline bleken 2 cysteïne-
residuen aanwezig te zijn. In tegenstelling tot alle tot nog toe ge-
karakteriseerde zoogdier-A-ketens die slechts één cysteïneresidu be-
zitten. Uit de resultaten van hoofdstuk 6 kan worden geconcludeerd 
dat ook in menselijk α-crystalline deamidatie en degradatie proces­
sen plaatsvinden, zoals eerder werd aangetoond voor runder-a-crys­
talline. 
In hoofdstuk 7 wordt de opheldering van de primaire structuur 
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van de menselijke B-keten besproken. De menselijke B-keten blijkt 
slechts in 3 van de 175 residuen te verschillen van de runder-B-
keten. 
In hoofdstuk 8 wordt een algemene discussie gevoerd over de 
verkregen resultaten. Er worden suggesties gedaan over de processen 
zoals die mogelijk in de lens plaatsvinden tijdens de cataractvor-
ming. 
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SUMMARY 
In this thesis a study of the changes in the structural proteins 
of the human eye lens, which take place during development of senile 
nuclear cataract, is presented. In addition, the results of an in-
vestigation of some structural aspects of human and bovine u-crys-
tallin are described. 
In the first chapter the present knowledge of the structural 
proteins of the eye lens is summarized. This knowledge has mainly 
been acquired by studies of the bovine lens proteins. Furthermore, 
a survey is given of what is known about human senile cataract. 
In chapter 2 some physico-chemical aspects of the quaternary 
structure of high and low-molecular-weight -i-crystal lin from bovine 
lenses as determined by electron microscopy, viscometry, light-
scattering and sedimentation velocity experiments are described. 
Electron micrographs of low-molecular-weight a-crystallin (18-22S) 
show globular particles with an almost uniform size and a diameter 
of approximately 18 nm. Preparations of high (20-70S) and very-high-
molecular weight (> 70S) a-crystallin show large aggregates with a 
random arrangement of individual low-molecular-weight a-crystallin 
molecules. The largest aggregates are about 500 nm in diameter. 
Carefully classified lenses, obtained by surgery, were used to 
study the changes which take place during development of senile 
nuclear cataract (chapter 3). On the basis of in vivo examination 
nuclear cataractous lenses with a clear cortex were divided into 
groups of increasing color considering them as successive stages 
in cataract formation. The mean wet weight of the cataractous lenses 
does not differ significantly from the mean wet weight of normal 
lenses. The water content of both cortex and nucleus of normal and 
cataractous lenses is about 65%. 
By chromatography on Sephadex G-200 the cortical and nuclear 
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water-soluble proteins can be separated into five fractions. These 
fractions were designated as α-, ß,-> 69"» ß,- and γ-crystallin on 
the basis of their position in the elution pattern and their ultra­
violet spectra. The development of a nuclear cataract is paralleled 
by a relative decrease of the γ-crystallin fraction in the nucleus. 
Few if any differences are found in the sedimentation coefficients 
of corresponding crystallins isolated from either normal or cata-
ractous lens parts. Isoelectric focusing in the presence of urea 
showed that the polypeptide chain compositions of the water-soluble 
crystallins do not change either during development of cataract. 
Remarkable is the observation that human γ-crystallins have isoelec­
tric points below pll 7.0 whereas bovine γ-crystallins have isoelec­
tric points above pH 7.0. Another unique feature is the presence of 
very acidic subunits in all water-soluble crystallins of the human 
lens. 
Quantitative determinations of the water-soluble, urea-soluble 
and urea-insoluble fractions, isolated under anaerobic conditions 
from both cortex and nucleus of normal and cataractous lensen, show 
a gradual decrease of the water- and urea-soluble fraction and a 
concomitant increase of the urea-insoluble fraction during develop­
ment of nuclear cataract. These quantitative changes are only found 
in the nucleus. The insolubility of the urea-insoluble fraction of 
the cataractous nucleus is caused by disulphide bonds between the 
polypeptide chains. By means of SDS gel electrophoresis it was found 
that the polypeptide chain compositions of the nuclear urea-soluble 
and urea-insoluble fractions of cataractous lenses differ from those 
of the corresponding fractions from normal lenses. Hardly any phos­
pholipid is present in the urea-soluble fractions while the urea-
insoluble fractions do contain considerable amounts. A sharp fall 
of the phospholipid content takes place in the nuclear urea-insolu­
ble fraction during cataractogenesis. However, the absolute amount 
does not change. A decrease in carbohydrate content was also 
observed in the nuclear urea-insoluble fraction during cataract 
formation. 
The results of the investigation in which the proteins of normal 
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and cataractous lenses were examined for the presence of non-disul-
pliide cross-links is presented in chapter 4. In a solution of urea 
reduced proteins of normal lenses are dissociated completely into 
polypeptide chains of low molecular weight. In the nucleus of 
nuclear cataractous lenses, however, there is protein which is re-
sistant to such a dissociating medium. The sane results were obtained 
when SDS was added to the urea solution. The presence of these aggre-
gates under conditions where normal proteins completely dissociate 
indicates the occurrence of non-disulphide cross-links. The amount 
of these aggregates increases with increasing nuclear color. The 
molecular weight of these aggregates, as determined by SDS gel elec-
trophoresis, seems to be greater than 200,000. Sedimentation velocity 
experiments of the non-dissociating protein fraction show that this 
protein is very heterogeneous. 
Chapter 5 begins with a review of littérature data on non-di-
sulphide cross-links which have been observed in proteins. There-
after, the results are given of our efforts to detect possible re-
ducible cross-links, as found in collagen and elastin, isopeptide 
cross-links or di- and trityrosine in the proteins from the nucleus 
of nuclear cataractous lenses. Although reducible components were 
found in the lens proteins it could not be concluded whether these 
components represent cross-links or not. Isopeptide cross-links and 
di- and trityrosine do not seem to be present. In hydrolysates of 
proteins from nuclei of cataractous lenses, new components are found 
besides the normal protein amino acids. To clarify whether these new 
components represent cross-links more research has to be done. 
In chapter 6 the partial purification and characterization of 
the polypeptide chains of human ci-crys tallin is described. Hy means 
oí isoelectric focusing it was found that human n-crystallin, iso-
lated from old normal and cataractous lenses, is built up by five 
major subunits: A , Α., Β , В and B„. A„ and B„ have the same iso-
x z x y 2 2 2 
electric points as the corresponding polypeptide chains of bovine 
(ï-crystallin, whereas the isoelectric point of A is the same as 
χ 
that of AA. (A ) of bovine a-crystallin. In addition, there are 
two chains (B and В ) with isoelectric points lower and higher, 
Ι0Α 
respectively, than that of bovine В . Besides these 5 chains there 
are a number of minor chains present in human a-crystallin. SDS 
gel electrophoresis of A and В revealed molecular weights of 
20,000 and 22,000, respectively. В has the same molecular weight 
as В. whereas a molecular weight of 20,000 was found for В . The A 
2 x x 
fraction seems to consist of 2 chains with molecular weights of 
20,000 and 18,000, both having the same isoelectric point. The very 
acidic chains, present in small amounts in a-crystallin, have mole­
cular weights much lower than 18,000. These chains are related to 
the A chains according to the results obtained by peptide mapping. 
Peptide maps of tryptic hydrolysates of Β , В and В showed no 
differences between these chains. It was demonstrated that in the 
A chains of human a-crystallin two cystein residues are present as 
opposed to one cystein residue in all mammalian A chains which are 
characterized up till now. From the results presented in chapter 6 
it can be concluded that in human a-crystallin deamidation and de­
gradation processes take place similar to those observed in bovine 
a-crystallin. 
In chapter 7 the elucidation of the primary structure of the 
human В chain is presented. The human В chain differs in only 3 
out of 175 residues from the bovine В chain. 
In chapter 8 a general discussion is given of the results ob­
tained. Some processes are suggested which may take place during 
formation of cataract. 
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Tris 
trypsine 
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Merck 
Merck 
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Merck 
Applied Science Laboratories 
Pharmacia 
Sigma 
Merck 
Calbiochem 
Merck 
Pierce Chemical Company 
Merck 
Worthington Biochemical Corp. 
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